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7-AAD 7-ActinoAminomicina D 
A-L Apigenina-Luteolina 
ABTS 2,2'-Azino-bis 3-etillBenzoTiazolin-6-Sulfónico 
ADME Administración, Distribución, Metabolismo y Excreción 
ADN Acido DesoxirriboNucleico 
AP Cámara Apical 
APC/C 
 
Complejo enzimático promotor de la anafase (del inglés Anaphase 
Promotor Complex) 
ATP Adenosín trifosfato (del inglés Adenosin TriPhosphate) 
BHE Barrera HematoEncefálica 
BL  Cámara Basolateral 
CDK  Quinasa dependiente de ciclinas (del inglés Cyclin Dependent Kinase) 
CEA  Antígeno carcinoembrionario (del inglés Carcinoembrionary Antigen) 
CI  Índice de combinación (del inglés Combinatory Index) 
CNBs Compuestos Naturales Bioactivos 
DCIS Carcinoma ductal in situ (del inglés Ductal Carcinoma In Situ) 
D-A Diosmetina-Apigenina 
D-L Diosmetina-Luteolina 
DAL511 Diosmetina-Apigenina-Luteolina 5:1:1 
DE50 Dosis Efectiva 50 
DL50 Dosis Letal 50 
DMEM  Medio Eagle con modificación Dulbecco (del inglés Dulbecco´s Modified 
Eagle’s Medium) 
DMSO Dimetilsulfóxido 
DNMT  ADN metiltransferasa (del inglés DNA methyltransferase) 
EBV  Virus de Epstein-Barr (del inglés Epstein-Barr Virus) 
ER  Receptor de Estrógeno 
Er Efflux ratio 
Fa  Fracción afectada 
FASN  Sintasa de ácidos grasos (del inglés Fatty Acid Synthase) 
FICI Índice fraccionario de concentración inhibitoria (del inglés Fractionary 
FRAP Poder antioxidante de la reducción del ion férrico (del inglés Ferric ion 
Reducing Antioxidant Power) 
FS  Fosfatidilserina 
H2DCF-DA 2’,7’-Diclorofluoresceína Diacetato  
HBSS Solución salina equilibrada de Hank (del inglés Hank’s Balanced Salt 
Solution) 
HDAC Histona Deacetilasa 
HER2  Receptor epidérmico humano de tipo 2 (del inglés Human Epidermic 
Receptor type 2) 
HHV-8  Herpervirus humano tipo 8 (del inglés Human HerpesVirus type 8) 
HPLC Cromatografía liquida de alta resolución (del inglés High Performance 
Liquid Chromatography) 
HPV  Virus del papiloma humano (del inglés Human Papilloma Virus) 
IC50 Concentración Inhibitoria del 50% 
IT  Índice Terapéutico 
LCIS Carcinoma lobulillar in situ (del inglés Lobulillar Carcinoma in situ) 
LDH  Lactato deshidrogenasa 
MLG Modelo Lineal Generalizado 
MTT  Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol 
NTI Índice terapéutico estrecho (del inglés Narrow Therapeutic Index) 
P/S Penicilina/Estreptomicina 
Papp Permeabilidad aparente 
PBS Tampón fosfato salino (del inglés Phosphate-Buffered Saline) 
PEG400 Polietilenglicol 400 
PI3K Fosfoinositol-3 quinasa (del inglés Phosphoiositol-3 Kinase) 
PMM Potencial de Membrana Mitocondrial 
PR Receptor de Progesterona 
RMN Resonancia Magnética Nuclear 
ROS Especies reactivas de oxígeno (del inglés Reactive Oxygen Species) 
SCL Sonda Catiónica Lipofílica 
SERM Moduladores selectivos del receptor de estrógenos (del inglés Selective 
Estrogen Receptors Modulators) 
SET Transferencia de un solo electrón (del inglés Single Electron 
Transference) 
SFB Suero Fetal Bovino 
TEAC Capacidad antioxidante equivalente a trolox (del inglés Trolox 
Equivalent Antioxidant Capacity) 
TEER Resistencia eléctrica transepitelial (del inglés TransEpithelial Electric 
Resistance) 
TNBC Cáncer de mama triple negativo (del inglés Triple Negative Breast 
Cancer) 
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En las últimas décadas se han logrado nuevos avances en el descubrimiento de 
fármacos contra el cáncer utilizando compuestos naturales, entre los cuales los 
polifenoles han surgido como moléculas prometedoras. Pueden actuar sobre varios 
objetivos moleculares debido a su comportamiento promiscuo, presentando varios 
efectos fisiológicos, algunos de los cuales confieren actividad antitumoral.  
El objetivo del presente trabajo ha sido optimizar las condiciones de extracción de 
un extracto de hoja de olivo con capacidad antitumoral en modelos celulares de cáncer 
de mama ya demostrada y determinar la capacidad antiproliferativa, así como el 
mecanismo de acción, de los principales compuestos activos de dicho extracto, la 
diosmetina, la apigenina y la luteolina.  
Para estudiar el mecanismo de acción por el cual estos compuestos inhiben la 
proliferación celular se llevaron a cabo ensayos de viabilidad y citotoxicidad, así como 
ensayos relacionados con la viabilidad mitocondrial y el estrés oxidativo. Además, se 
ha analizado la permeabilidad intestinal de los compuestos mediante el uso de 
monocapas de células intestinales Caco-2 como modelo de epitelio intestinal y a partir 
de sus estos resultados se ha estimado el potencial de atravesar la barrera 
hematoencefálica (BHE). Por último, se estudiaron las interacciones sinérgicas para la 
capacidad antiproliferativa entre los tres compuestos en combinaciones dobles y 
triples.  
Los resultados obtenidos demuestran que la combinación de los compuestos 
diosmetina, apigenina y luteolina posee un efecto antiproliferativo en modelos 
celulares de los tres subtipos moleculares, luminal, HER2+ y triple negativo (TNBC), así 
como en un modelo celular metastásico de cerebro, siendo además este efecto 
selectivo de las células tumorales puesto que es muy inferior en un modelo celular de 
tejido no tumoral.  
 
El mecanismo de muerte principal para las líneas celulares de cáncer de mama 
luminal y TNBC fue la apoptosis con daño mitocondrial y aumento de la producción de 
especies reactivas de oxígeno, observándose de manera secundaria un efecto 
citostático. Por el contrario, en la línea celular de cáncer de mama HER2+ se observó 
principalmente un efecto citostático y secundariamente un efecto apoptótico con un 
leve daño mitocondrial.  
Además, se determinó que los tres compuestos presentan una permeabilidad 
intestinal moderada y que son buenos candidatos para atravesar la barrera 
hematoencefálica.  
En cuanto a los efectos sinérgicos para la capacidad antiproliferativa, los compuestos 
mostraron interacciones dependientes de la ratio, es decir, que dependiendo de la 
ratio pueden presentar tanto sinergia, como aditividad o antagonismo. 
Los resultados obtenidos justifican la utilización de la combinación de diosmetina, 
apigenina y luteolina en nuevos ensayos que profundicen en su mecanismo de acción, 
así como estudios in vivo que confirmen sus capacidades antitumorales en modelos 










In recent decades, new advances have been made in the discovery of anti-cancer 
drugs using natural compounds, and polyphenols have emerged as promising 
molecules. They can act on several molecular targets due to their promiscuous 
behavior, presenting several physiological effects, some of which confer antitumor 
activity.  
The objective of this work has been to optimize the extraction conditions of an olive 
leaf extract that has shown antitumor capacity in breast cancer cell models and 
determine the antiproliferative capacity, as well as the mechanism of action of its main 
active compounds, diosmetin, apigenin and luteolin.  
To study the mechanism of action by which these compounds inhibit cell 
proliferation, viability and cytotoxicity tests were carried out, as well as tests related 
to mitochondrial viability and oxidative stress. In addition, the intestinal permeability 
of the compounds has been analyzed using Caco-2 intestinal cell monolayers as a 
model of intestinal epithelium and based on these results, the potential to cross the 
blood-brain barrier has been estimated. Finally, synergistic interactions for the 
antiproliferative capacity between the three compounds in double and triple 
combinations were studied.  
The results show that the combination of diosmetin, apigenin and luteolin exhibit 
antiproliferative effect in cellular models of the three molecular subtypes, luminal, 
HER2+ and triple negative (TNBC), as well as in a brain metastatic cell model. This was 
a selective effect on tumor cells since the combination showed a weaker effect on a 
non-cancer breast cell model.  
The main death mechanism for luminal and TNBC cell lines was apoptosis with 
mitochondrial damage and increased production of reactive oxygen species, a 
cytostatic effect being observed secondarily.  
Nevertheless, for the cancer cell line HER2 + breast, the main effect was cytostatic 
and secondarily an apoptotic effect with a slight mitochondrial damage.  
In addition, intestinal permeability, it was determined that the three compounds 
have a moderate permeability and that they are good candidates to cross the blood 
brain barrier.  
Regarding the synergistic effects for the antiproliferative capacity, the compounds 
showed interactions depending on the ratio, that is, depending on the ratio, they can 
present synergy, additivity or antagonism. 
The results obtained justify the use of the combination of diosmetin, apigenin and 
luteolin in new trials that deepen its mechanism of action, as well as in vivo studies 
that confirm its antitumor abilities in animal models breast cancer, in addition to its 







El cáncer es una enfermedad multifactorial que se origina cuando las células 
normales del organismo sufren una serie de mutaciones que tienen como 
consecuencia un crecimiento anormal y descontrolado, produciéndose la formación 
de agrupaciones celulares en masas tumorales. El crecimiento descontrolado se ve 
acompañado por la angiogénesis, es decir, por la generación de nuevos vasos 
sanguíneos (Figura 1). Algunas de las células tumorales pueden llegar a otros órganos 
a través de la invasión de tejidos adyacentes, extensión local, de la entrada circulación 
sanguínea, extravasación, o mediante el sistema linfático, infiltración linfática, y dar 
lugar a tumores secundarios, o lo que es lo mismo, generar metástasis1. 
Las células cancerígenas presentan múltiples alteraciones tanto en el número como 
en la estructura de sus genes y cromosomas.  




La mayoría de las alteraciones genéticas que presentan las células cancerosas 
ocurren en células somáticas, aunque en algunos tipos de cánceres las alteraciones 
pueden afectar a células germinales o ser alteraciones epigenéticas.  
Las diferentes mutaciones que promueven la aparición de células cancerígenas les 
otorgan ciertas características que les permiten crecer de manera descontrolada y 
formar tumores2, algunas de estas características son las siguientes (Figura 2): 
• Producción de factores de crecimiento. 
• Insensibilidad a las señales de inhibición de crecimiento. 
• Evasión del sistema inmune. 
• Capacidad de replicación sin límite. 
• Proceso de inflamación. 
• Capacidad de invadir y producir metástasis. 
• Inducción de angiogénesis. 
• Inestabilidad genómica y mutaciones. 
• Evasión de la apoptosis y otros mecanismos de muerte celular. 
• Reprogramación metabólica. 




El cáncer constituye uno de los principales problemas de salud en la población, 
siendo una de las primeras causas de mortalidad a nivel mundial. En 2018 se 
diagnosticaron 18 millones de nuevos casos, el 1.6% de ellos en España, y hubo 9.5 
millones de muertes relacionadas con el cáncer, el 1% de ellas en España3. 
Los continentes menos desarrollados, África, América latina y Asia representan más 
del 60% de la incidencia y entorno al 70% de la mortalidad frente al 30% y 40% que 
suman Europa y América del norte respectivamente (Figura 3).  
Se estima que en los próximos 20 años se producirán un 60% más de nuevos casos y 
que el número de muertes ascenderá un 70% respecto a la actualidad. Dicho 
incremento sería consecuencia del envejecimiento de la población debido al aumento 
en la esperanza de vida, el aumento de la población y los hábitos de vida perjudiciales 
como el sedentarismo, la elevada tasa de obesidad, el tabaquismo o el alcoholismo, 
así como las infecciones por virus oncogénicos como el de la hepatitis B (VHB) y el 
hepatocarcinoma, el Epstein-Barr (EBV) y el linfoma de Burkitt, el del papiloma 
humano (HPV) y el cáncer uterino, cervical y de próstata o una de las especies de 
herpes virus (HHV-8) y el sarcoma de Kaposi. 






Tabla 1. Tasas de incidencia y mortalidad cada 100.000 habitantes estandarizadas por edad (ASR) –   





Hombres Mujeres Ambos Hombres Mujeres Ambos 
África 
 
Este 112,4 150,7 131,9 87,0 107,6 97,4 
Centro 101,8 109,2 104,2 79,5 80,9 79,1 
Norte 138,9 137,3 137,2 102,1 76,9 88,5 
Sur 230,5 196,1 204,2 142,4 98,3 113,1 
Oeste 95,6 122,0 108,3 72,1 83,6 77,3 
América 
 
Caribe 213,1 182,9 196,2 117,4 89,5 101,7 
Centro 139,3 149,7 144,0 67,4 64,2 65,3 
Norte 387,6 322,1 350,2 104,2 80,7 91,2 
Sur 220,0 195,2 204,3 107,3 81,1 91,9 
Asia 
 
Este 238,4 192,0 213,2 159,6 89,7 123,2 
Sur-Centro 97,5 95,9 96,3 70,9 60,6 65,6 
Sur-Este 156,1 142,5 147,2 113,8 79,7 94,7 
Oeste 190,1 154,6 168,2 120,5 74,3 95,1 
Europa 
Este-Centro 280,1 216,5 238,3 171,0 92,0 123,1 
Norte 344,6 295,0 316,2 118,4 88,7 101,7 
Sur 319,5 247,0 278,4 131,5 76,2 100,9 





571,2 362,2 463,1 109,8 120,7 92,9 
Melanesia 197,3 203,6 197,3 133,3 120,7 124,4 
Micronesia 204,6 204,3 80,3 145,6 90,6 115,8 




Los tipos de cáncer se pueden clasificar según el órgano en que se producen (colon, 
pulmón, mama, etc.) o por el tejido que les dio origen (Figura 4): 
• Carcinomas: son cánceres con origen en las células epiteliales que conforman 
el tejido que tapiza la superficie de órganos, glándulas y estructuras corporales. 
Representan más del 80% del total de cánceres, incluyendo los tipos más 
comunes de cáncer como son el de pulmón, mama, colon o próstata. 
• Sarcomas: son cánceres que se forman a partir del tejido conectivo (muscular, 
óseo, cartilaginoso y graso) siendo más frecuentes los de tipo óseo. Son poco 
comunes, representan solo el 1% del total, y aunque pueden aparecer a 
cualquier edad tienen mayor incidencia en la infancia y la adolescencia. 
• Leucemias: son cánceres que se originan en las células de la serie linfoide y de 
la serie mieloide producidas por la médula ósea y que conforman el grueso de 
las células sanguíneas. Son el tipo de cáncer infantil más frecuente. 
• Linfomas: se desarrollan a partir de células de la serie linfoide, concretamente 
los linfocitos, y se localizan generalmente en el interior de ganglios y órganos 
linfáticos, aunque también pueden verse afectados el hígado y el bazo. El 
criterio para diferencia un linfoma de una leucemia de linfocitos es que la 
cantidad de linfocitos cancerosos, Iinfoblastos, en la medula sea inferior al 20%. 




1.2.El cáncer de mama 
1.2.1.Anatomía 
Las glándulas mamarias son los órganos encargados de la producción de leche y se 
encuentran ubicados en el tórax. La mama está constituida por múltiples lóbulos y 
lobulillos, en los cuales se produce la leche, y estos están unidos por una serie de tubos 
denominados ductos o conductos galactóforos que conducen la leche hacia el pezón. 
Además, está rodeada de tejido graso que proporciona consistencia y volumen a 
la mama (Figura 5). El tejido mamario también contiene vasos sanguíneos, cuya 
función es proporcionar sangre a la glándula y vasos linfáticos, que confluyen en 
pequeñas formaciones redondeadas denominadas ganglios linfáticos siendo los más 
cercanos a la mama los que se encuentran en la axila, a ambos lados del esternón y en 
la zona supraclavicular. 
Desde el nacimiento hasta la 
edad adulta, las mamas se 
encuentran en constante cambio 
ya que es un tejido que depende 
del suministro de hormonas para 
su crecimiento, es decir, es un 
tejido hormonodependiente.  
Bajo el efecto de las hormonas femeninas (estrógenos y progesterona), las mamas 
crecen durante la pubertad y se ven influenciadas en la edad reproductiva por los ciclos 
menstruales. En la menopausia, el descenso hormonal provoca una sustitución del 
tejido glandular por tejido adiposo. 
 




Teniendo en cuenta la anatomía mamaria, los tumores de mama pueden 
diseminarse por: 
• Crecimiento local: el cáncer de mama crece por invasión directa, infiltrando 
otras estructuras vecinas como la pared torácica (músculos y huesos) y la piel. 
• Diseminación linfática: la red de vasos linfáticos de la mama permite el drenaje 
linfático hacia los ganglios. Los situados en la axila suelen ser los más afectados, 
seguidos de los situados en la arteria mamaria interna y los supraclaviculares. 
• Diseminación hematógena: se realiza a través de los vasos sanguíneos 
preferentemente hacia los huesos, pulmón, hígado, cerebro y piel. 
1.2.2.Clasificación 
El cáncer de mama, puesto que se origina en el tejido que compone la glándula, se 
clasifica como un adenocarcinoma, aunque se suela denominar carcinoma. Este se 
puede clasificar como (Figura 6): 
• Carcinoma in situ: tumores originados en el interior del conducto mamario que 
no se infiltran en el tejido adyacente, es decir, quedan contenidos por la 
membrana basal. Puede ser:  
♦ DCIS (del inglés Ductal carcinoma in situ): suelen diagnosticarse en 
pacientes asintomáticas debido a su hallazgo en mamografías de 
rutina preventiva cuando se observan calcificaciones en los ductos.  
♦ LCIS (del inglés Lobulillar carcinoma in situ): no suele considerarse 
esta neoplasia como cáncer debido a que no suelen evolucionar a un 
carcinoma invasivo pese a no ser tratados. Sin embargo, aumentan el 





• Carcinoma invasivo o infiltrante: tumores que han crecido e invadido el tejido 
circundante. Principalmente existen dos tipos de cáncer de mama invasivo: 
♦ Carcinomas ductales: 
se originan en las 
células que revisten los 
conductos galactóforos 
y traspasan la 
membrana basal de los 
ductos. Es el tipo más 
frecuente cerca del 80% 
de los carcinomas invasivos en mama son ductales. 
♦ Carcinomas lobulillares: se originan en las células de los lobulillos 
mamarios, donde se produce la leche, e invaden la pared de dichos 
lobulillos. Su incidencia es mucho menor que los carcinomas ductales 
representando solo el 10% de carcinomas mamarios 
Por otro lado, la clasificación general de los tumores se lleva a cabo con el sistema 
de estadificación TNM (Tabla 2), que se usa para describir tanto la cantidad de tejido 
canceroso como su diseminación4.  
• Tumor primario (T): describe el tamaño del tumor y la diseminación cercana. 
♦  TX: no puede medirse un tumor primario. 
♦  T0: no puede encontrarse un tumor primario. 
♦ Tis: carcinoma in situ. 
♦ T1, T2, T3, T4: se refiere al tamaño y/o extensión del tumor principal. 
Las T pueden subdividirse para proveer más detalle, como T3a y T3b. 





• Ganglios linfáticos regionales (N): describe la diseminación del cáncer hasta los 
ganglios linfáticos cercanos. 
♦ NX: no puede medirse el cáncer en los 
ganglios linfáticos cercanos. 
♦ N0: no hay cáncer en los ganglios 
linfáticos cercanos. 
♦ N1, N2, N3: se refiere al número y 
ubicación de los ganglios afectados. 
• Metástasis distante (M): describe las metástasis. 
♦ MX: no puede medirse la metástasis. 
♦ M0: el cáncer no se ha diseminado a 
otras partes del cuerpo. 
♦ M1: el cáncer se ha diseminado a otras 
partes del cuerpo. 
 
1.2.3.Incidencia y mortalidad  
El cáncer de mama es el tumor más frecuente en las mujeres occidentales, 2 de cada 
8 mujeres tendrá un tumor mamario a lo largo de su vida. Si se tienen en cuenta ambos 
sexos, solo el cáncer de pulmón presenta una mayor incidencia a nivel mundial 
mientras que en España, aun con esa consideración, sigue siendo el más común (Figura 
7). Al año se diagnostican en el mundo 2 millones de nuevos casos, cerca de 33,000 de 
ellos en España3. Se calcula una tasa anual de mortalidad mundial cercana a las 627.000 
muertes, más de 6.000 de ellas en España, y representa en torno al 10% del total de 
tumores a nivel mundial.  
Estadio TNM 
Estadio 0 Tis N0 M0 
Estadio I T1 N0 M0 
Estadio II A 
T0 N1 M0 
T1 N1 M0 
T2 N0 M0 
Estadio II B 
T2 N1 M0 
T3 N0 M0 
 Estadio III 
A 
T0 N2 M0 
T1 N2 M0 
T2 N2 M0 
T3 N1 M0 
T3 N2 M0 
Estadio III B 
T4 N0 M0 
T4 N1 M0 
T4 N2 M0 
Estadio III C Cualquier 
T N3 M0 
Estadio IV Cualquier 
T y N M1 




La mayor incidencia se corresponde con las zonas más desarrolladas como Australia, 
Europa o América del Norte mientras que la mortalidad es mayor en las zonas menos 
desarrolladas como Melanesia o Polinesia, siendo una excepción América del norte 
que ocupa el tercer lugar con las tasas de mortalidad más elevadas.  
La diferencia entre la elevada incidencia y baja mortalidad en las zonas desarrolladas 
se debe a los avances en el diagnóstico precoz gracias a los cribados preventivos, como 
por ejemplo la mamografía bianual a mujeres a partir de los 40 años en España, así 
como a los nuevos tratamientos específicos alternativos a la quimioterapia clásica.  
 
Figura 7 Porcentajes de incidencia de los tipos mayoritarios de cáncer para mujeres, hombres y ambos 




1.2.4.Factores de riesgo 
Los factores que aumentan las posibilidades de desarrollar tumores mamarios son5: 
• El sexo: la prevalencia en mujeres es cien veces mayor que en hombres debido 
a que es un órgano subdesarrollado en los hombres y a la ausencia de hormonas 
femeninas. 
• La edad: el riesgo crece con la edad, ocurriendo el 77% de los casos pasados los 
50 años. 
• La raza: la raza caucásica presenta mayor prevalencia que la asiática o la 
africana y, aunque se desconocen las causas, esta diferencia se suele asociar 
con el estilo de vida. 
• La herencia genética: el riesgo de tener un cáncer de mama es 1,8 veces 
superior si se tiene un familiar de primer grado con cáncer de mama u ovario. 
Si el tumor del familiar apareció a una edad temprana, antes de los 40 años, el 
riesgo se incrementa en 5,7 veces. Estudios recientes muestran que alrededor 
del 5 al 10% de los cánceres de mama son hereditarios debido a mutaciones 
genéticas. Los genes más conocidos son BRCA 1 y BRCA 2, que aumentan en un 
80% las posibilidades de desarrollar cáncer de mama, y a una edad más joven. 
Otros genes involucrados son p53, ATM, PTEN, MLH1, MLH2 y CHEK-26. 
Recientemente se ha puesto en práctica como medida preventiva la 
mastectomía en mujeres con antecedentes familiares que dan positivo para 
mutaciones en dichos genes.  
• Los factores hormonales: la menarquia temprana (previa a los 12 años) y la 
menopausia tardía (después de los 55 años) aumentan el riesgo y podría 
deberse a una exposición más prolongada al estrógeno y la progesterona. La 






El diagnóstico se suele llevar a cabo más comúnmente en las revisiones habituales 
con el ginecólogo en pacientes asintomáticos o cuando la paciente acude a su médico 
de cabecera porque presenta síntomas. Primero se revisa la historia clínica y familiar y 
se realiza una exploración física para detectar posibles cambios en la consistencia de 
la mama, la presencia de nódulos y ganglios linfáticos en la axila o las fosas 
supraclaviculares y valorar el estado de la piel y del pezón.  
Si existe sospecha de cáncer de mama se completa el diagnóstico con otras pruebas: 
• Análisis de sangre y orina: realización de un hemograma, bioquímica renal y 
hepática y determinación de iones, además de la búsqueda de marcadores 
tumorales específicos para el cáncer de mama, el antígeno carcino-embrionario 
(CEA) y el CA 15-3.  
• Mamografía: consiste en la realización de una radiografía especial de las 
mamas con un aparato de rayos X diseñado para tal fin llamado mamógrafo. Es 
la exploración más eficaz para detectar precozmente los tumores malignos de 
mama y por eso es, además, una prueba de cribado que se realiza a todas las 
mujeres a partir de 40 años bianualmente en nuestro país.  
• Otras: en el caso de obtener resultados compatibles con cáncer de mama se 
realizarían pruebas complementarias como son la ecografía o la biopsia por 
punción-aspiración con aguja fina, la biopsia con aguja gruesa o la biopsia 
quirúrgica. En el caso de mamas densas también se realiza una resonancia 




1.2.6.Subtipos moleculares y tratamientos 
La identificación de biomarcadores moleculares desempeña un papel importante en 
el diagnóstico y pronóstico del cáncer de mama. Representan objetivos terapéuticos y 
su expresión se utiliza para clasificar los diferentes subtipos de cánceres de mama y así 
seleccionar el tratamiento postquirúrgico. 
Según los diferentes subtipos moleculares (Tabla 3) los principales biomarcadores 
del cáncer de mama incluyen los receptores hormonales de estrógeno y progesterona 
(ER y PR), el receptor epidérmico humano de tipo 2 (HER2/ERBB2) y, con menos 
relevancia, la proteína Ki-677. Estos marcadores han sido ampliamente estudiados, y 
su expresión se correlaciona con las diferencias en el comportamiento del tumor y la 
respuesta del paciente a los tratamientos8,9: 
• Los receptores hormonales, los ER y los PR son los principales factores 
responsables de la respuesta hormonal. Las glándulas mamarias son un tejido 
dependiente de hormonas, y su respuesta está controlada por estos 
receptores10,11. La expresión de ER y PR confiere un mejor pronóstico y es la 
base de la terapia antihormonal.  
• HER2 es un receptor de membrana involucrado en la transducción de señales 
de proliferación celular. Está presente en las células normales y en la mayoría 
de los tumores, pero en el 5-15% de los tumores de mama está sobreexpresado, 
lo que aumenta la agresividad del tumor12. Estos tumores suelen ser sensibles 
a tratamientos anti-HER2, como son los anticuerpos monoclonales o los 
inhibidores específicos13. 
• Ki-67 es un marcador proteico que solo se puede detectar en células en 
proliferación y se usa actualmente para evaluar la tasa de proliferación de 
tumores, en particular de los cánceres de mama, endocrinos y cerebrales. Los 




Utilizando estos marcadores moleculares, el cáncer de mama se puede dividir en tres 
subtipos moleculares principales: luminal (A, B y C), tipo HER2+ y cáncer de mama 
triple negativo (TNBC)15-17, esta división determina el tratamiento como se muestra en 
la Tabla 3. La sobreexpresión de HER2 está relacionada con la falta de expresión de los 
receptores hormonales en la mayoría de los casos. La misma situación ocurre con el 




Tabla 3. Subtipos moleculares de cáncer de mama  
1.2.6.1.Luminal A, B y C 
Los tumores luminales son hormonodependientes, con expresión positiva de 
receptores de hormonas (ER/PR-positivo). Los tumores luminal A son HER2 negativos 
y presentan tumores de estadio I o II. Representan el 30-70% de los cánceres de 
mama18-20 y tienen el mejor pronóstico, con altas tasas de supervivencia y baja 
recurrencia21-23. 
Los tumores luminal B pueden ser HER2 negativos o positivos; en este último caso, 
algunos autores lo consideran como un nuevo subtipo llamado luminal C24, aunque 
esta clasificación no está muy extendida todavía.  
Los tumores luminal B se caracterizan por un estadio tumoral más alto debido a un 
tamaño tumoral más grande y una diseminación positiva de los ganglios linfáticos.  
Subtipo Luminal A Luminal B Luminal C HER2+ TNBC 
ER/PR +/+ +/+ +/+ -/- -/- 
HER2 - - + + - 
Ki67 <15% >15% >15% <15%> >15% 
Tratamientos  







Los pacientes con tumores luminal B generalmente se diagnostican a edades más 
avanzadas que en los casos con luminal A23. En comparación con los tumores luminal 
A, también tienden a tener factores que conducen a un peor pronóstico, 
principalmente un aumento de la proteína Ki67 de 15 a 20%25,26. La prevalencia de 
tumores de tipo luminal B es de aproximadamente el 10 a 20%18-20 y aunque muestra 
altas tasas de supervivencia, no son tan altas como las de los tumores luminal A23.  
Los tratamientos para ambos subtipos se basan en regímenes de terapia 
antihormonal27, que se basan en el uso de moduladores selectivos del receptor de 
estrógeno (SERM), como el tamoxifeno o fulvestrant y los inhibidores de la aromatasa 
como el anastrozol, exemestano y letrozol28. 
1.2.6.2.HER2 positivo 
Los tumores de tipo HER2 se caracterizan por ser ER/PR negativo, la sobreexpresión 
de HER2, con una implicación positiva de los ganglios linfáticos y presentan un estadio 
tumoral intermedio22,23. Las pacientes con tumores HER2, por lo general, se 
diagnostican a una edad más temprana que en el caso de los luminal A y luminal B23. 
Aproximadamente del 5 al 15% de los cánceres de mama son positivos para HER219,20 
y se pueden tratar con medicamentos específicos anti-HER2. Este grupo incluye 
anticuerpos monoclonales como trastuzumab y pertuzumab e inhibidores específicos 
de HER2 como lapatinib13. Antes de que estuvieran disponibles estos fármacos, los 
tumores de tipo HER2 tenían un mal pronóstico29. 
1.2.6.3.Triple negativo 
TNBC abarca todos los tumores que son negativos para ER, PR y HER2. Se considera 
el tipo de cáncer de mama más metastásico y tiene propiedades altamente invasivas, 
tiene un peor pronóstico con una alta probabilidad de recidiva, no responde a la 
terapia hormonal y tiene afectación ganglionar. Alrededor del 10-20% de los tumores 




Existen varios enfoques para contrarrestar el TNBC, pero todos basados en 
quimioterapia clásica con antraciclinas, taxanos, inhibidores de la proteína de poli ADP-
ribosa polimerasa y agentes quimioterapéuticos que contienen platino30. 
1.2.6.4.Otros subtipos 
Además de los subtipos basados en la expresión de ER, PR y HER2, existen otros 
subtipos moleculares de cáncer de mama basados en otros patrones de expresión. 
Estos pueden coincidir con el resto de subtipos, aunque suelen estar más asociados a 
los TNBC y la combinación de sus fenotipos da lugar a tumores muy agresivos. Los más 
estudiados en la actualidad son: 
• Los basal-like (del inglés similar a basal), se denominan así por presentar un 
patrón de expresión de proteínas similar al de las células de la zona basal del 
epitelio glandular de la mama, este tipo de tumores tiene mayor incidencia en 
mujeres jóvenes y una alta tasa de recidivas31,32.  
• Los claudin-low (del inglés claudina baja), se caracterizan por la baja expresión 
de los genes implicados en las uniones estrechas (tight junctions) y la adhesión 
de células epiteliales, incluidas las claudinas 3, 4 y 7, la ocludina y la E-cadherina, 
lo que implica que tienen una mayor facilidad para disgregarse del tumor 
primario e invadir otros tejidos. 
1.2.7.Metástasis  
La razón principal por la que el cáncer es una enfermedad tan grave es por su 
capacidad para extenderse en el cuerpo. Las células cancerosas pueden diseminarse 
localmente al moverse dentro del tejido normal circundante y extenderse a regiones 
adyacentes, a los ganglios linfáticos, a los tejidos o a los órganos cercanos. Además, 
puede extenderse a regiones lejanas del cuerpo. Cuando sucede esto se llama cáncer 




En este proceso, las células cancerosas se separan del sitio donde se formaron 
inicialmente, tumor primario, se introducen en el sistema vascular o linfático, donde 
son transportadas, y tras extravasarse en zonas lejanas, forman nuevos tumores, 
tumores metastásicos. 
Las células cancerosas se extienden por el cuerpo en varias etapas: 
• Intravasación: entrada en los ganglios linfáticos o vasos sanguíneos cercanos. 
• Diseminación: transporte de las células tumorales por el sistema linfático y el 
torrente sanguíneo a otras partes del cuerpo. 
• Extravasación: parada en vasos sanguíneos pequeños en un lugar distante, 
invasión de paredes del vaso sanguíneo e ingreso en el tejido circundante. 
• Proliferación: crecimiento en ese tejido hasta formar un tumor. 
Las condiciones desfavorables que se encuentran las células cancerosas durante el 
proceso metastásico provocan que la mayoría de estas células mueran antes de llegar 
a originar una metástasis y solo unas pocas consigan completar dicho proceso en su 
totalidad. Las células cancerosas metastásicas pueden también permanecer inactivas, 
quiescentes, en un sitio distante por muchos años antes de que empiecen a crecer de 
nuevo, si es que lo hacen. 
El cáncer puede diseminarse casi a cualquier parte del cuerpo, aunque tipos 
diferentes de cáncer tienen más probabilidad de diseminarse a algunas zonas más que 
a otras. Los sitios más comunes a donde se extiende el cáncer son los huesos, 
el hígado, los pulmones y el cerebro. La Tabla 4 muestra los sitios más comunes de 
metástasis, sin incluir ganglios linfáticos, para algunos cánceres comunes. 
El cáncer metastásico no siempre causa síntomas, pero cuando aparecen, su 





Tipo de cáncer Localización metástasis 
Pulmón Cerebro, glándula suprarrenal, hueso, hígado, otro pulmón 
Mama Cerebro, hígado, hueso, pulmón 
Colon-Recto Hígado, peritoneo, pulmón 
Próstata Glándula suprarrenal, hígado, hueso, pulmón 
Estómago Hígado, peritoneo, pulmón 
Útero Hígado, hueso, peritoneo, pulmón, vagina 
Páncreas Hígado, peritoneo, pulmón 
Melanoma Cerebro, hígado, hueso, músculo, piel, pulmón 
Ovario Hígado, peritoneo, pulmón 
 
Tabla 4. Preferencia trófica para el desarrollo de metástasis según los diferentes tipos de cáncer 
Algunos signos comunes de cáncer metastásico son: 
• Dolor y fracturas, cuando el cáncer se ha diseminado a los huesos. 
• Dolor de cabeza, convulsiones o mareos, cuando el cáncer se ha diseminado al 
cerebro. 
• Dificultades respiratorias, cuando el cáncer se ha diseminado al pulmón. 
• Ictericia o inflamación del abdomen, cuando el cáncer se ha diseminado al 
hígado. 
La metástasis cerebral presenta ciertas peculiaridades en comparación con el resto 
de metástasis debido a la presencia de la barrera hematoencefálica (BHE). Las 
metástasis cerebrales son los tumores cerebrales más frecuentes, correspondiendo a 
casi el 90% del total de éstos, frente al 10% correspondiente a los tumores primarios 
en cerebro. Se estima que entre el 15 y 40% de los pacientes con cáncer presenta 
metástasis cerebrales33,34, y su incidencia va en aumento dada la mayor supervivencia 
media de los pacientes con las terapias actuales. Los tumores tienen una capacidad 
diferente de metastatizarse en el cerebro y deben tener la capacidad de penetrar la 




Las metástasis cerebrales ocurren en su gran mayoría por diseminación hematógena 
(Figura 8). El primer paso para que pueda ocurrir diseminación hematógena es la 
invasión de la pared arterial a nivel del tumor primario, permitiendo de esta forma que 
algunas células neoplásicas se desprendan y entren al torrente sanguíneo. 
Posteriormente, estas células deben ser capaces de sobrevivir en la sangre y de 
adherirse a los vasos sanguíneos cerebrales. Una vez adheridas a la pared vascular, las 
células neoplásicas deben cruzar la BHE, la cual está compuesta de un endotelio no 
fenestrado con uniones intercelulares de oclusión (tight junctions), que recubre la 
microvasculación del cerebro y limita la entrada de macromoléculas y células al 
parénquima encefálico35.  
La BHE y la ausencia de un sistema linfático le confieren al cerebro protección 
significativa a la entrada de muchas drogas y microorganismos, lo que a su vez 
complica el tratamiento de los tumores cerebrales, pero en algunos casos no es capaz 
de impedir la entrada de las células neoplásicas36. 
Los mecanismos utilizados por las células neoplásicas para atravesar la BHE 
continúan siendo motivo de estudio, pero ya se ha demostrado que existen al menos 
dos mecanismos: atravesando de manera paracelular, entre las células de la barrera, 
y transcelular, causando la muerte directa de células de la barrera37.  
En el caso de la entrada paracelular, las células neoplásicas deben destruir las 
uniones de oclusión existentes entre las células del endotelio; para esto deben tener 
la capacidad de expresar proteasas y mediadores inflamatorios38. 
Una vez que se ha atravesado la BHE, es decir, las células neoplásicas han entrado 
en la microvasculación del cerebro, estas se extravasan y continúan proliferando e 
invadiendo el tejido cerebral. La supervivencia y proliferación desde ese momento en 
adelante es altamente dependiente de la capacidad de mantener un adecuado 




Esta dependencia explica que las células neoplásicas se mantengan muy próximas a 
los capilares y vasos sanguíneos, proliferando inicialmente a lo largo de las paredes 
vasculares39, lo cual lleva a la remodelación y cooptación de la vasculación 
preexistente40.  
Este proceso ha sido recientemente estudiado en modelos animales de 
adenocarcinoma pulmonar y de mama, observando que las células metastásicas 
cooptan a los vasos del cerebro mediante la expresión de la proteína neuroserpina, 
que bloquea la generación de plasmina, la cual protege al cerebro de metástasis 
mediante la promoción de la apoptosis de las células neoplásicas e inhibe su 
propagación a lo largo de la vasculación41. También algunos tumores son capaces de 
favorecer la formación de nuevos vasos sanguíneos (angiogénesis) mediada 
principalmente por VEGF-A, el cual es expresado de forma constitutiva por algunas 
células neoplásicas, como por ejemplo las de adenocarcinoma pulmonar. 






1.3.Dianas moleculares en el cáncer de mama 
1.3.1.Ciclo celular 
La proliferación celular está vinculada principalmente a la progresión del ciclo celular 
durante el cual se duplica el material genético y se divide la célula en sendas células 
hijas idénticas. El ciclo celular se divide en la interfase que incluye las fases G1, S y G2, 
la fase mitótica, o M, y la fase G0 (Figura 9): 
• Fase G1: es la etapa más larga del ciclo y en ella inicia el aumento del tamaño 
celular y de la síntesis proteica ya que la célula comienza a duplicar sus 
orgánulos.   
• Fase S: durante esta fase la célula sintetiza ADN y proteínas nucleares hasta 
duplicar el contenido del núcleo. 
• Fase G2: en esta fase continua el crecimiento celular y se produce la 
reorganización de los componentes celulares, así como la síntesis de los 
componentes necesarios para dar comienzo a la división celular. 
• Fase M: esta fase incluye la mitosis (profase, metafase, anafase y telofase), o 
meiosis en el caso de las células germinales, que consisten en la división del 
material genético, y la citocinesis, cuando se produce la división del citoplasma. 
• Fase G0: hay células que tardan más en dividirse, o que directamente no entran 
en división celular, por lo que salen del ciclo celular en la fase G1 y entran en un 
estado de reposo en que no se preparan para dividirse, si no que realizan sus 
funciones específicas.  
Además, el ciclo celular muestra diferentes puntos de control, en los que la célula 
examina las señales internas y externas, y decide si proceder o no con la división 




Actualmente se conocen tres puntos de control: 
• Punto de control G1/S: antes de que comience la fase S la célula debe tener el 
tamaño y la disposición de nutrientes adecuada, así como no presentar errores 
en su material genético que pueda transmitir a las células hijas.  
• Punto de control de G2/M: el ciclo no continúa si existe daño en el ADN o no se 
ha replicado correctamente al final de la fase G2.  
• Punto de control M: si en la transición durante la metafase y la anafase los 
cromosomas no se encuentran adecuadamente alineados y fijados al huso 
mitótico no prosigue la mitosis. 
Una de las características principales de las células tumorales, independientemente 
de su origen, es su capacidad para crecer y proliferar de manera incontrolada. Esta 
división celular incontrolada es causada por un mal funcionamiento de los puntos de 
control del ciclo celular2,42. Los reguladores más importantes del ciclo son las proteínas 
llamadas ciclinas, las enzimas llamadas quinasas dependientes de ciclinas (CDK) y los 
complejos enzimáticos promotores de la anafase (APC/C)43,44.  




El perfil de expresión de las diferentes ciclinas varía aumentando en cada fase la 
ciclina que activa la CDK responsable de promover en cada fase las funciones 
necesarias, por ejemplo, la ciclina E activa la CDK2 que a su vez promueve la 
duplicación del ADN.  
Además, los complejos de CDK activos están regulados por la unión a inhibidores de 
CDK, por ejemplo, p21 y p27, así como por otras quinasas y fosfatasas, controlando 
todas ellas el ciclo celular al equilibrar la actividad de CDK. Las variaciones en la 
concentración de estos inhibidores pueden alterar la secuencia normal del ciclo celular 
como ocurre en algunos tumores o en células envejecidas, por ejemplo, p53, una 
proteína que aumenta cuando hay presencia de daño en el ADN y que activa la 
transcripción de p21, está mutada en más del 50% de todos los tumores en humanos. 
1.3.2.Muerte celular  
Los diferentes tipos de muerte celular y su estudio en relación con los mecanismos 
de supervivencia de las células tumorales constituyen uno de los principales objetivos 
dentro de la investigación y desarrollo de nuevos fármacos antitumorales ya que son 
mecanismos desregulados en las células tumorales que sirven como dianas 
terapéuticas.  
1.3.2.1.Necrosis/Necroptosis 
La necrosis es un proceso de muerte celular no fisiológico y está causada por un 
agente nocivo (hipoxia, toxinas, lesiones, etc.). Morfológicamente se caracteriza por la 
ganancia de volumen celular (oncosis), la permeabilización de la membrana plasmática 
y la salida del material citoplasmático, que provoca la ruptura de los orgánulos 
citoplasmáticos, principalmente la mitocondria, desencadenando así una rápida 




Este proceso va acompañado de una inflamación en el tejido circundante y de 
procesos de cicatrización, que dan lugar a fibrosis en el tejido afectado. 
La necroptosis es un mecanismo de muerte celular con características similares a la 
necrosis pero que, a diferencia de esta, se encuentra regulada al igual que la apoptosis. 
Esta forma de muerte celular se suele asociar con las especies reactivas de oxígeno 
(ROS) mitocondriales, se corresponde a respuestas contra infecciones mediadas por 
patógenos y se caracteriza morfológicamente por la inflamación celular seguida de la 
ruptura de la membrana plasmática (Figura 10). Es considerada una alternativa de 
muerte celular cuando la vía apoptótica dependiente de caspasa-8 está bloqueada. El 
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α) es el desencadenante, junto con Fas o TRAIL, 
que da lugar a la inhibición previa de la cascada de caspasas, a la activación de RIPK1 
o RIPK3 y al posterior reclutamiento de MLKL y la formación del complejo molecular 
necroptosoma47.  






La apoptosis es el principal 
mecanismo de muerte celular 
programada. Se caracteriza por una 
serie de procesos moleculares que dan 
como resultado la zeiosis o formación 
de protuberancias en la membrana 
celular, la fragmentación del ADN 
nuclear y cromosómico, la 
condensación y fragmentación de la 
cromatina, y la translocación de 
fosfatidilserina (FS) a la cara externa 
de la membrana plasmática (Figura 11), lo que implica el reconocimiento de la célula 
apoptótica por los macrófagos y su consiguiente eliminación por estos48-50. 
Hay dos vías apoptóticas diferentes, principalmente diferenciadas por sus estímulos 
iniciales. Estas dos vías pueden superponerse y compartir algunas dianas moleculares 
como caspasas48. Por un lado, la vía extrínseca o de los receptores de muerte que está 
mediada por ligandos que se unen a los receptores en la superficie celular. 
Alternativamente, la vía intrínseca o mitocondrial que está mediada por el estrés 
celular o por la lesión del ADN.  
La vía de los receptores de muerte y la vía mitocondrial convergen a nivel de la 
activación de la caspasa-3. El solapamiento y la integración de las dos vías se debe a 
Bid, un miembro proapoptótico de la familia de Bcl-2. La caspasa-8 media la ruptura 
de Bid incrementando enormemente su actividad proapoptótica que resulta en su 
translocación a la mitocondria donde promueve la liberación del Citocromo C. Hay que 
tener en cuenta que en la mayoría de las condiciones, este solapamiento es mínimo, y 
las dos vías operan de manera independiente51.  





Hay varios mecanismos moleculares que utilizan las células tumorales para suprimir 
la apoptosis. Por ejemplo, las células tumorales pueden adquirir resistencia a la 
apoptosis mediante la regulación positiva de la expresión de Bcl-2 anti-apoptótica o la 
mutación de la proteína BAX pro-apoptótica. La expresión de ambas está regulada por 
el gen supresor de tumores p5352, que está mutado en un gran número de tipos de 
cáncer14 
1.3.2.2.Autofagia 
Inicialmente, la autofagia o autodigestión celular es una ruta involucrada en la 
degradación de proteínas y orgánulos para el reciclaje de componentes celulares, 
aunque también puede ser importante en la patogénesis de algunas enfermedades. 
Disfunciones en los procesos de la autofagia se asocian con enfermedades como el 
cáncer53-55, la neurodegeneración56,57, el envejecimiento57,58 y las infecciones59,60.  
Morfológicamente se caracteriza por la vacuolización del citoplasma (Figura 12) y las 
principales proteínas involucradas en la regulación de la autofagia son mTOR, 
fosfatidilinositol 3 quinasa (PI3K), AKT quinasa (AKT), Beclin-1 y p5361. La activación de 
la ruta PI3K/AKT implica la activación de mTOR, lo que lleva a la inhibición de la 
autofagia62; por el contrario, la inhibición de mTOR está relacionada con la activación 
de la autofagia. Además de mTOR, existe 
una familia de proteínas llamada ATG 
(proteína relacionada con la autofagia), 
como LC3, ATG5 o ATG12, que también 
están involucradas en la regulación de este 
mecanismo. 
Figura 12. Mecanismo de autofagia – Fuente: 





El estrés oxidativo es causado por un desequilibrio entre la producción de ROS y la 
eficacia de los sistemas antioxidantes endógenos. Los tejidos están continuamente 
expuestos a los radicales libres derivados del metabolismo o debido a factores 
externos como la contaminación o la radiación63. 
De hecho, las ROS participan en funciones fisiológicas como la señalización del 
metabolismo y la defensa contra las infecciones64,65 (Figura 13).   
Sin embargo, la producción o acumulación de ROS no controlada puede inducir la 
peroxidación de lípidos, modificaciones de proteínas y daños en el ADN, así como un 
estrés reductor provoca un disminución del metabolismo que puede desembocar en 
un efecto citostático66.  
Estos eventos conducen a alteraciones de la membrana, disfunciones de las 
proteínas y alteraciones genéticas, todas ellas relacionadas con la carcinogénesis y la 
progresión tumoral.  




El equilibrio entre las especies oxidantes y los antioxidantes (equilibrio redox) es 
esencial para mantener un estado celular saludable.  
El cáncer de mama se caracteriza por un estado prooxidante sistémico67, y el 
aumento de la presencia de ROS es determinante para algunos eventos relevantes, 
como la progresión tumoral mediada por células estromales68. Sin embargo, las ROS 
pueden desempeñar una doble función69, no solo en el cáncer de mama70, sino en 
todos los cánceres.  
Las células tienen varios mecanismos para transformar y eliminar ROS evitando sus 
efectos nocivos, como las enzimas superóxido dismutasa, catalasa o glutatión 
peroxidasa71-73. La sinergia entre estas enzimas, vitaminas y antioxidantes exógenos, 
como los polifenoles, permite neutralizar el exceso de radicales libres y modular la 
señalización celular contribuyendo a mantener el equilibrio redox22. 
Inicialmente, el aumento de la producción de ROS conduce a una situación 
prooncogénica, ya que provoca dos efectos cruciales: la disfunción mitocondrial, que 
conduce a la oxidación de proteínas y la peroxidación de lípidos, y el daño en el ADN. 
Por otro lado, una vez que las células tumorales se han desarrollado, un aumento en 
la presencia de ROS puede conducir a la muerte de las células tumorales. Este hecho 
se ha relacionado con algunos medicamentos contra el cáncer, como la doxorubicina 







1.3.4.Potencial de Membrana Mitocondrial (PMM) 
Las mitocondrias son orgánulos intracelulares presentes en todas las células 
eucariotas. Su función es suministrar la mayor parte de la energía necesaria para la 
actividad celular, sintetizando adenosil-3-fosfato (ATP) a partir de glucosa, ácidos 
grasos y aminoácidos mediante la fosforilación oxidativa74. Están compuestas por un 
sistema de doble membrana, una externa y una interna, que separan tres espacios, el 
citosol, el espacio intermembrana y la matriz mitocondrial (Figura 14).  
El potencial de membrana mitocondrial consiste en un gradiente electroquímico de 
protones a través de la membrana mitocondrial interna hacia el espacio 
intermembrana y la energía que impulsa dicho gradiente proviene de la transferencia 
de electrones de la cadena transportadora.  
La pérdida de potencial de membrana mitocondrial, consecuencia de que la cadena 
transportadora de electrones sufra alteraciones, deriva en la generación de ROS y por 
ello se considera que juega un importante papel en la regulación del estrés oxidativo 
intracelular75.  




El daño oxidativo mitocondrial está implicado en la regulación de las principales 
muertes celulares, tanto de la apoptosis como de la necrosis76. La permeabilización de 
la membrana mitocondrial junto a la liberación de proteínas al espacio intermembrana 
son características importantes de ambos mecanismos de muerte lo que convierte a la 
mitocondria en una diana para promover la muerte celular. 
1.3.5.ER y producción de estrógenos 
Tal y como se ha comentado antes, la dependencia de hormonas es un factor crucial 
en los tumores de mama. Esta dependencia se fundamenta en diferentes dianas 
moleculares. En primer lugar, por su importancia hay que citar a los receptores de 
estrógenos. Los estrógenos ejercen su acción biológica al unirse a estos receptores. 
Existen dos tipos diferentes, ERα y ERβ, ambos miembros de la superfamilia de 
receptores de factores de transcripción. Aunque ambos ER pueden desarrollar 
respuestas relacionadas con el estrógeno, ERα es el que desempeña un papel 
importante en el cáncer de mama (en este trabajo, el término "ER" se usará para 
referirse al "ERα"). 
La enzima aromatasa, un miembro de la superfamilia de enzimas CYP, está 
codificada por el gen CYP19 y es otra de las principales dianas moleculares para el 
tratamiento del cáncer de mama77. Su función es aromatizar los andrógenos, 
produciendo estrógenos. Una estrategia para contrarrestar el efecto proliferativo del 
estrógeno en el cáncer de mama es usar inhibidores de la aromatasa (Figura 15).  
Además de los mecanismos mencionados anteriormente, otra estrategia terapéutica 
sería transformar los fenotipos ER-negativos en ER-positivos, mejorando así el 
pronóstico y permitiendo el tratamiento con SERMs como el tamoxifeno. Esta 
transformación puede deberse a modificaciones epigenéticas mediadas por enzimas 




(histona deacetilasas)78-80. La metilación de la codificación del gen ESR1 para ER se 
asocia con el fenotipo ER-negativo y, por lo tanto, apoya la hipótesis de que el 
tratamiento con inhibidores de DNMT y activadores de HDAC puede promover la 




Figura 15. Dianas terapéuticas frente a la actividad estrogénica (Flechas granates) – Fuente: 




1.3.6.Sobreexpresión de HER2, Hsp90 y FASN 
HER2, también denominado ERBB2 o EGFR2, se sobreexpresa en más del 30% de los 
cánceres de mama y se ha demostrado que desempeña un papel importante en la 
progresión de ciertos cánceres de mama agresivos. HER2 es un receptor 
transmembrana tirosinquinasa que activa múltiples vías de señalización proliferativa, 
incluyendo las mediadas por PI3K/AKT y Ras/MAPK77.  
Tras su activación, HER2 puede homo o heterodimerizar con otros receptores de la 
familia HER, lo que lleva a la transducción de señales y la proliferación celular. Esta es 
la razón principal por la cual la sobreexpresión de HER2 conduce a una proliferación 
anormal y la propagación del cáncer. Además de este mecanismo principal, sin 
embargo, también se ha demostrado que varios mecanismos apoptóticos están 
desregulados en las células que sobreexpresan HER282,83 y que, a su vez, sobreexpresan 
algunas proteínas antiapoptóticas, incluyendo Bcl-2, Bcl-xL y Mcl-184. Estos dos 
mecanismos contribuyen a la supervivencia de las células tumorales y su diseminación. 
Hoy en día, la terapia más utilizada contra los tumores positivos para HER2 es el 
anticuerpo monoclonal trastuzumab85. Este tratamiento ha revolucionado 
positivamente el pronóstico de este tipo de tumor; sin embargo, el principal problema 
que presentan estos pacientes es el desarrollo de resistencia al trastuzumab. Para 
contrarrestar esta resistencia se puede recurrir al uso de coadyuvantes que 
sensibilicen las células positivas para HER2 a través de diferentes mecanismos, por 
ejemplo, disminuyendo su activación o inhibiendo su expresión.  
Por otro lado, HER2 necesita de Hsp90 para poder dimerizar y así adquirir su 
función86,87, por lo que otro posible enfoque terapéutico es el uso de inhibidores de 





También se ha relacionado la sintasa de ácidos grasos (FASN) con varios tipos de 
cáncer90. Se ha demostrado que la sobreexpresión de HER2 aumenta la traducción de 
FASN, lo que altera la actividad de mTOR y la vía de señalización PI3K/AKT en células 
de cáncer de mama91. La inhibición de FASN induce apoptosis y crea citotoxicidad92,93, 
pero también causa una disminución marcada en las formas activas de la proteína 
HER2, lo que indica que el oncogén HER2 presenta retroalimentación positiva con 
FASN para asegurar una biogénesis hiperactiva de los ácidos grasos. En consecuencia, 
la inhibición de FASN se correlaciona con una inhibición de HER2.  
Figura 16. Dianas terapéuticas frente a la actividad de HER2 (Flechas granates) – Fuente: Modificada 




1.4.Índice terapéutico  
El índice terapéutico (IT) constituye una medida del margen de seguridad de un 
fármaco, compara la concentración sanguínea en la cual un medicamento es tóxico 
con la concentración en la cual es eficaz. Se expresa como una relación entre la dosis 
que causa la muerte del 50% de la población (dosis letal 50 o DL50) y la dosis que causa 
el efecto terapéutico deseado en el 50% de la población (dosis efectiva 50 o 






Ecuación 1. Fórmula para el cálculo del Índice Terapéutico 
 
En el caso de los estudios in vitro, donde no se trabaja con una población de humanos 
si no con una población celular y donde modelamos tejido sano y tejido tumoral en el 
caso del cáncer, se puede realizar la siguiente aproximación para calcular el IT si 
tenemos en cuenta como DL50 la muerte del tejido sano, o la IC50 de la línea celular 









𝑰𝑰𝑰𝑰𝟓𝟓𝟓𝟓 𝒍𝒍𝒕𝒕𝒔𝒔𝒕𝒕𝒔𝒔 𝒄𝒄𝒕𝒕𝒍𝒍𝒄𝒄𝒍𝒍𝒔𝒔𝒆𝒆 𝒄𝒄𝒕𝒕𝒔𝒔𝒕𝒕𝒆𝒆𝒕𝒕𝒍𝒍
𝑰𝑰𝑰𝑰𝟓𝟓𝟓𝟓 𝒍𝒍𝒕𝒕𝒔𝒔𝒕𝒕𝒔𝒔 𝒄𝒄𝒕𝒕𝒍𝒍𝒄𝒄𝒍𝒍𝒔𝒔𝒆𝒆 𝒕𝒕𝒄𝒄𝒆𝒆𝒕𝒕𝒆𝒆𝒔𝒔𝒍𝒍
 
Ecuación 2. Aproximación para el cálculo del Índice Terapéutico a partir de datos in vitro 
 
Se considera que un fármaco es seguro cuando su IT es mayor o igual a 10 y se 
denominan fármacos de índice terapéutico estrecho (NTI, del inglés Narrow 
Therapeutic Index) a aquellos cuyo el IT se reduce hasta 2110. Los fármacos con NTI 
requieren de farmacovigilancia y monitorización clínica y se justifica el aumento de 
dosis, dando prioridad a la eficacia sobre la seguridad, cuando la gravedad de la 
patología presenta un riesgo mayor que la toxicidad del fármaco, como en el caso del 





Todo compuesto que ha demostrado su papel en la prevención o tratamiento en 
estudios in vitro debe ser capaz a su vez de alcanzar los tejidos donde han de ejercer 
su acción y debe hacerlo en concentraciones suficientes para tener un efecto biológico. 
Por ello, es un punto clave realizar estudios de su biodisponibilidad in vivo para 
conocer la absorción, la distribución, el metabolismo y excreción (ADME) de estos 
compuestos en el organismo (Figura 18). 
Figura 18. Proceso ADME 




Según la FDA, se define como biodisponibilidad la velocidad y cantidad a la cual un 
compuesto activo se hace disponible en el lugar de acción para llevar a cabo su 
actividad biológica111. 
Muchos estudios exponen que la biodisponibilidad de los polifenoles no es 
excesivamente alta debido a factores tales como baja absorción, la inestabilidad, el 
metabolismo o la transformación sufrida por la microbiota intestinal112. Pero a pesar 
de su baja biodisponibilidad existen múltiples estudios que evidencian la actividad 
biológica de estos compuestos a bajas concentraciones en plasma113-116.  
En el caso de los compuestos fenólicos tanto su estructura química como la 
naturaleza de la matriz donde se encuentran disueltos influyen en su absorción y 
metabolismo tras la ingesta, así como en su actividad biológica117. 
Generalmente los polifenoles presentes en los alimentos se encuentran en sus 
formas de glucósidos, unidas a un resto glucídico. Estas formas no pueden ser 
absorbidos directamente por el epitelio intestinal ya que solo la forma aglicona (sin el 
azúcar) es absorbida.  
En el intestino delgado, los polifenoles unidos al resto glucídico se deglucosilan a su 
forma aglicona por la lactasa-floricina hidrolasa (LPH) o la β-glucosidasa citosólica 
(CBG) de las células epiteliales intestinales y luego se convierten en conjugados de O-
glucurónido/O-sulfato por enzimas de la fase II intestinales118.  
Estos metabolitos conjugados son absorbidos y posteriormente se transportan al 
hígado, donde continúan metabolizándose. Después de su paso por el hígado, ingresan 
a la circulación sanguínea general o regresan al tracto digestivo a través de la 
circulación enterohepática119. La concentración total de metabolitos conjugados de los 
polifenoles puede alcanzar niveles micromolares en unas pocas horas y luego 




Estas transformaciones son las que dificultan la detección de los compuestos 
fenólicos en plasma y tejidos ya que las formas que llegan al sitio de acción difieren de 
las presentes en la formula administrada y por ello es necesario buscar sus metabolitos 
y evaluar su actividad biológica. 
1.6.Aditividad, sinergia y antagonismo 
Cuando se estudian los posibles efectos farmacológicos (capacidad antiproliferativa, 
actividad antioxidante, etc.) de cualquier combinación de compuestos en un ensayo 
biológico puede darse entre ellos diferentes efectos que modifiquen su actividad 
farmacológica. Estas interacciones entre los diferentes compuestos son la sinergia, el 
antagonismo y la aditividad.  
La sinergia es el fenómeno por el que la combinación entre dos o más compuestos 
produce un efecto total mayor que la suma del efecto de cada compuesto por 
separado. El antagonismo por el contrario se produce cuando el efecto total es menor 
que la suma de los efectos por separado, debido a que se produce una inhibición entre 
los compuestos. Si no se produce ninguno de estos efectos lo que ocurre es un efecto 
de aditividad por el cual el efecto total es igual a la suma de los efectos por separado. 
Para determinar cuál de los fenómenos tiene lugar se estudia la relación dosis-
respuesta de cada compuesto por separado y en combinación. 
El análisis cuantitativo de la posible sinergia de las combinaciones de los compuestos 
se realiza mediante el cálculo del Índice Fraccionario de Concentración Inhibidora 
(FICI), que se calcula de la siguiente forma, siendo 1, 2, n los compuestos que queremos 
estudiar e IC50 la concentración a la que se inhibe el 50% de la actividad estudiada121:  
  
FICI=
IC50 Compuesto 1 en combinación
IC50 Compuesto 1 en solitario
+
IC50 Compuesto 2 en combinación
IC50 Compuesto 2 en solitario
+⋯+
IC50 Compuesto n en combinación
IC50 Compuesto  n en solitario
 




Esta fórmula proporciona un valor numérico que se interpreta de la siguiente forma:  
• FICI≤0,5  Sinergia 
• 0,5<FICI≤2  Aditividad  
• FICI≥2  Antagonismo  
El tipo de efecto se puede también determinar mediante los isobologramas que son 
representaciones gráficas de los puntos obtenidos de la concentración con la que 
contribuye cada compuesto para un efecto del 50% para diferentes ratios de 
combinación. De manera que al unir los puntos obtenidos para las diferentes ratios 
puede aparecer una línea recta, indicando aditividad, una curva cóncava, que indica 
sinergia, o una curva convexa que muestra antagonismo (Figura 19). 
Otra alternativa para determinar si existe sinergia es el cálculo del Índice de 
Combinación (CI), que se calcula de la siguiente forma siendo 1, 2, n los compuestos 
que queremos estudiar, D la dosis o concentración necesaria para un determinado 
porcentaje de inhibición x, fa la fracción afectada (efecto farmacológico causado 
expresado en tanto por uno), Dm la dosis correspondiente con el efecto medio y m la 






























Ecuación 4. Fórmula para el cálculo del Índice de Combinación 





La interpretación de los valores de CI es: 
• CI<1  Sinergia 
• CI=1  Aditividad 
• CI>1  Antagonismo  
El valor de CI se puede calcular para diferentes fracciones afectadas (fa) del efecto 
causado y de esta forma determinar si se producen diferentes interacciones entre 
ambos compuestos a bajas o altas dosis.  
El efecto sinérgico entre dos o más compuestos puede explicarse mediante varios 
mecanismos. En primer lugar, la sinergia puede deberse al efecto de los compuestos 
sobre múltiples dianas en lugar de afectar a una única diana. Otra explicación puede 
basarse en que la combinación de los compuestos mejore su solubilidad y que esto 
conlleve una mejora de sus propiedades fisicoquímicas y por tanto farmacodinámicas.  
También podría ocurrir que los compuestos produzcan un antagonismo sobre los 
distintos mecanismos de resistencia de las células tumorales, en combinación con 
otros fármacos antitumorales.  
Y por último la sinergia puede deberse a la eliminación o neutralización de una 
sustancia que actúe negativamente sobre el fármaco, de forma que la acción 
combinada aumente su efecto124.  
Por todo lo anteriormente expuesto, es de vital importancia realizar un estudio de 
las interacciones farmacológicas entre los diversos compuestos de un tratamiento ya 
que pueden provocar tanto un efecto de sobredosis como de infradosificación. 
Además, es útil para estudiar la asociación de diferentes compuestos que podrían 
ver su actividad potenciada. Algunos ejemplos son el uso combinado de paracetamol 
con codeína para potenciar su efecto analgésico125 o el uso de la amoxicilina con el 




Estudios de este tipo sobre búsquedas de efecto sinérgico se llevan a cabo para 
campos tan diversos como el cáncer, por ejemplo en el presente trabajo, los 
antimicrobianos121, los antioxidantes126, los antivirales127 o protectores gástricos128. 
1.7.Compuestos naturales bioactivos  
Los compuestos naturales bioactivos (CNBs) son un tipo de sustancias químicas, 
fruto del metabolismo secundario, que se encuentran en pequeñas cantidades en las 
plantas, bacterias y algunos organismos marinos, y que influyen en la actividad celular 
y en los mecanismos fisiológicos. 
Cuando se plantea el uso de CNBs como fuente de compuestos con relevancia 
farmacológica hay que tener en cuenta los conceptos de hormesis y xenohormesis. 
Desde un punto de vista biomédico, la hormesis es una respuesta adaptativa en la que 
la exposición a una dosis baja de un compuesto químico, que es perjudicial en altas 
concentraciones, tiene un efecto beneficioso o adaptativo en una célula u organismo.  
A veces, esta respuesta es mediada por algunos CNBs que, cuando se incorporan a 
la dieta, inducen respuestas biológicas que conducen a efectos farmacológicos y que 
pueden por tanto tener efectos beneficiosos para la salud humana. Este efecto final se 
denomina xenohormesis, ya que es otro organismo el que obtiene el beneficio final y 
no el organismo productor de los compuestos94.  
En los últimos años, los CBNs han generado un gran interés desde el punto de vista 
científico debido a su potencial utilidad como tratamiento y prevención en diferentes 
enfermedades, por ejemplo del cáncer95-97, la diabetes98,99, la demencia100 o las 





Existen numerosos estudios que avalan la actividad antitumoral de los compuestos 
de origen natural en diferentes modelos102. En concreto, para el cáncer de mama se 
han obtenido interesantes resultados con una mezcla de extracto de té y quercetina103, 
con extracto de pino radiata104,105, con extracto de loto indio105, con extracto del liquen 
Hypogymnia physodes106 o con extracto de noni107 entre otros.  
Los principales CBNs proceden del metabolismo secundario de plantas y son 
compuestos sintetizados en situaciones de estrés (hídrico, térmico, salino, etc.) como 
defensa o adaptación al medio.  
Los grupos más importantes son los siguientes (Figura 20): 
♦ Polifenoles 
♦ Terpenoides 
♦ Sustancias nitrogenadas o alcaloides 
 
 
Figura 20. Elementos básicos del metabolismo primario y su relación con el metabolismo secundario 




1.7.1.Polifenoles: estructura y clasificación 
Los polifenoles son compuestos ampliamente distribuidos en la naturaleza que 
presentan una estructura molecular caracterizada por la presencia de uno o varios 
anillos fenólicos.  
Son productos derivados del metabolismo secundario de las plantas y su biosíntesis 
tiene lugar a través de dos importantes rutas primarias: la ruta del ácido siquímico y 
la ruta del ácido malónico (Figura 20).  
Se caracterizan por presentar uno o más núcleos aromáticos sustituidos, como 
mínimo, con un grupo hidroxilo, que les confiere la propiedad de donar átomos de 
hidrogeno lo que a su vez les permite actuar como antioxidantes y desempeñar 
funciones fisiológicas en los vegetales o bien intervenir en funciones de defensa ante 
diferentes situaciones de estrés.  
Existen varias clases y subclases de polifenoles que se definen en función del número 
de anillos fenólicos que poseen y de los grupos sustituyentes que presentan estos 
anillos. Como muestra la Figura 21, los principales grupos de polifenoles son: ácidos 
fenólicos, flavonoides, estilbenos, y lignanos. 
Los flavonoides, nombre que deriva del latín flavus y cuyo significado es amarillo 
haciendo referencia a su característica coloración amarillenta, constituyen la subclase 
de polifenoles más abundante dentro del reino vegetal101.  
Los principales subgrupos de compuestos flavonoides son: flavonoles, flavonas, 




1.8. Uso de un extracto de hoja de olivo  
El olivo, Olea europaea, es una planta de la familia de las oleáceas naturalmente 
distribuida en la cuenca mediterránea.  
Se trata de un árbol con un ciclo vegetativo reproductor bienal, es decir, que 
necesitan de dos estaciones o periodos vegetativos desde que se siembra hasta que 
florecen (Figura 22). Estas plantas crecen vegetativamente el primer año mientras que 
en el segundo florecen y dan los frutos. Esto implica que el crecimiento de los brotes 
está muy afectado por la floración y fructificación que ocurre en paralelo de los brotes 
anteriores ya que la planta prioriza estos procesos a la hora de destinar los nutrientes.  




Esto a su vez conlleva que ocurra el proceso denominado vecería, que consiste en la 
alternancia entre años de elevada producción floral y frutal con años de escasa 
producción.  
Se trata de un árbol perennifolio con copa ancha y tronco grueso de aspecto 
retorcido que puede alcanzar hasta 15 metros de altura. Sus flores de color blanco 
forman pequeños racimos y sus hojas de forma lanceolada pueden medir hasta 8 cm 
(Figura 23). De su fruto, la aceituna, se extrae el aceite de oliva, muy apreciado en 
gastronomía y que ha demostrado ampliamente poseer efectos beneficiosos para la 
salud humana7,97,129,130.  
Sin embargo, es en sus hojas donde se encuentra la mayor concentración de 
compuestos bioactivos, y dado que son un desecho de la industria olivícola constituyen 
una materia prima de bajo coste y elevado interés para la búsqueda de nuevos 
tratamientos. 




Los extractos de hoja olivo han mostrado, entre otros muchos efectos, actividad 
antitumoral en diversos modelos de cáncer7,131-133. Además, los extractos de hoja de 
olivo también están obteniendo resultados positivos para el tratamiento de procesos 
relacionados con la obesidad, como el control de la presión sanguínea, la 
concentración de lípidos en plasma o los marcadores inflamatorios134, en 
cardioprevención135 o en el tratamiento de la colitis crónica136 entre otros. 




En concreto, el extracto empleado en el presente trabajo ha sido probado con 
anterioridad en el modelo celular de cáncer de mama JIMT-1132. En los estudios 
previos, se demostró que, tras incubar células tumorales de cáncer de mama con el 
extracto, entre todos sus componentes, la diosmetina fue el metabolito intracelular 
más abundante, acompañado de cantidades menores de apigenina y luteolina (Figura 
24). Sin embargo, el mayor efecto antiproliferativo del extracto completo en 
comparación con los compuestos aislados revela un potencial efecto sinérgico entre 
los tres compuestos identificados. 
Figura 24 Cromatogramas de iones extraídos (EIC) con estructuras moleculares de los metabolitos 
identificados en el citoplasma de células JIMT-1 tratadas con extracto de hoja de oliva SFE durante 72 h. 




Sobre estos compuestos existen estudios previos donde se ha estudiado el efecto 
sinérgico con otros compuestos tanto de origen natural como la curcumina137 o la 
hidroxigenkwanina138 como con compuestos quimioterápicos como la doxorrubicina139 
o el 5-fluorouracilo, pero no se ha estudiado la posible potenciación entre ellos. 
Los tres compuestos son polifenoles del grupo de las flavonas con dos grupos 
hidroxilos en el anillo A de la flavona, en los carbonos 6 y 7, y que difieren en los 
sustituyentes que presentan en los carbonos 3’ y 4’ del anillo B (Figura 25): 
• Diosmetina: Grupo hidroxilo en C3’ y metoxilo en C4’  
• Apigenina: Grupo hidroxilo en C4’ 
• Luteolina: Grupos hidroxilos en C3’ y C4’  
 



























Estudios preliminares realizados por el grupo de investigación en el que se ha 
desarrollado la presente tesis han mostrado el efecto antiproliferativo de un extracto 
de hoja de olivo en un modelo celular humano de cáncer de mama. En dichos estudios 
se evidenció que este efecto se debía principalmente a tres compuestos, diosmetina, 
apigenina y luteolina, ya que fueron hallados como metabolitos mayoritarios en el 
interior celular tras el tratamiento de las células con el extracto. 
Por lo tanto, en esta tesis se han abordado dos objetivos principales, primero la 
optimización del extracto de hoja de olivo para aumentar la concentración de los 
principales principios activos, y segundo el estudio del efecto en diferentes modelos 
celulares de cáncer de mama de la mezcla de flavonas responsable del efecto 
antiproliferativo del extracto. 
Para ello se plantean los siguientes objetivos específicos: 
1. Valoración de los diferentes métodos de obtención del extracto y su influencia en 
la actividad biológica de los extractos obtenidos. 
 
2. Determinación de los mecanismos de muerte del extracto en los diferentes 
subtipos de cáncer de mama: 
2.1. Cáncer de mama receptor de estrógenos positivo o luminal 
2.2. Cáncer de mama HER2 positivo  
2.3. Cáncer de mama Triple Negativo  
2.4. Metástasis cerebral de cáncer de mama Triple Negativo  
 
3. Estudio de la absorción intestinal in vitro y del transporte a través de la barrera 
hematoencefálica mediante un modelo matemático 
 
4. Estudio del posible efecto sinérgico de la capacidad antiproliferativa de la 



























3.1.Líneas celulares y condiciones de mantenimiento 
En este trabajo se han utilizado diferentes líneas celulares de adenocarcinoma de 
mama, MCF7, JIMT-1, MDA-MB-231 y MDA-MB-231-BR, una línea de epitelio humano 
no tumoral, MCF10A, una línea de astrocitos humanos, THV, y una línea de 
adenocarcinoma de colon, Caco-2. Todas las líneas fueron subcultivadas 2-3 veces por 
semana empleando un tampón salino PBS al 1% y tripsina 0,25%. Todos los reactivos 
de cultivos fueron obtenidos de Gibco. Los detalles del cultivo de cada línea se exponen 
a continuación. 
3.1.1.MCF10A 
MCF10A es una línea celular obtenida a partir de 
tejido epitelial mamario de una mujer caucásica de 36 
años con enfermedad fibroquística140. En este trabajo 
se ha utilizado como modelo de tejido mamario no 
tumoral. La línea celular se mantuvo con DMEM/F12 
(Dulbecco's Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture 
F-12) alto en glucosa (4,5 g/L), suplementado con un 5% 
de suero equino, 0,1 µg/mL de toxina colérica, 20 
ng/mL de hEGF, 10 µg/mL de insulina, 0,5 µg/mL de hidrocortisona y 50 U/mL de 
penicilina/estreptomicina (P/S). 
 
Figura 26. Micrografía de la 





MCF7 es una línea celular obtenida a partir de un 
aspirado pleural de una mujer caucásica de 69 años con 
adenocarcinoma de mama luminal metastásico141. En 
este trabajo se ha utilizado como modelo de 
adenocarcinoma de mama humano del subtipo luminal 
y hormonodependiente. La línea celular se mantuvo 
con DMEM alto en glucosa (4,5 g/L) suplementado con 
10% de suero fetal bovino (SFB), y 50 U/mL P/S. 
3.1.3.JIMT-1 
JIMT-1 es una línea celular obtenida a partir de un 
aspirado pleural de una mujer caucásica de 62 años con 
adenocarcinoma de mama HER2 metastásico y que 
presenta resistencia al tratamiento con trastuzumab142. 
En este trabajo se ha utilizado como modelo de 
adenocarcinoma de mama humano del subtipo HER2+. 
La línea celular se mantuvo con DMEM alto en glucosa 
(4,5 g/L) suplementado con 10% de SFB y 50 U/mL de 
P/S.  
Figura 27. Micrografía de la 
línea MCF7 – Fuente: ATCC 
Figura 28. Micrografía de la 





MDA-MB-231 es una línea celular obtenida a partir de 
un aspirado pleural de una mujer caucásica de 51 años 
con adenocarcinoma de mama triple negativo 
metastásico143. En este trabajo se ha utilizado como 
modelo de adenocarcinoma de mama humano del 
subtipo TNBC. La línea celular se mantuvo con DMEM 
alto en glucosa (4,5 g/L) suplementado con 10% de SFB 
y 50 U/mL de P/S. 
3.1.5.THV 
La línea celular THV proviene de astrocitos humanos inmortalizados mediante SV40 
por el laboratorio de la Dra. Diana M. Cittelly. En este trabajo se ha utilizado como 
modelo de tejido cerebral sano. La línea celular se mantuvo con DMEM alto en glucosa 
(4,5 g/L) suplementado con un 10% de SFB y 50 U/mL de P/S. 
3.1.6.MDA-MB-231-BR 
La línea celular MDA-MB-231-BR es una subpoblación de la línea celular MDA-MB-
231 obtenida de metástasis cerebrales inducidas en modelos animales con dicha línea 
por el Dr. Thoshiyuki Yoneda144. Se caracteriza por la preferencia trófica para 
desarrollar metástasis cerebrales. En este trabajo se ha utilizado como modelo de 
tumor metastásico cerebral desarrollado a partir de un TNBC. La línea celular se 
mantuvo con DMEM alto en glucosa (4,5 g/L) suplementado con 10% de SFB y 50 U/mL 
de P/S. 
Figura 29. Micrografía de la línea 






La línea celular Caco-2 proviene de células epiteliales 
de un hombre caucásico de 72 años con 
adenocarcinoma colorrectal145. En este trabajo se ha 
utilizado como modelo de epitelio intestinal en ensayos 
de absorción. La línea celular se mantuvo con DMEM 
alto en glucosa (4,5 g/L) suplementado con un 10% de 
SFB, un 1% de HEPES, un 1% de aminoácidos no 
esenciales y 50 U/mL de P/S. 
3.2.Preparación de los tratamientos 
Los extractos de hoja de olivo fueron disueltos en DMSO mientras que, debido a su 
hidrofobicidad, para la diosmetina, la apigenina y la luteolina (obtenidos de PhytoLab 
GmbH & Co. KG Vestenbergsgreuth, Alemania) se utilizó una mezcla de vehículos, 
DMSO:PBS:PEG400:TWEEN80 con la siguiente proporción: 70:15:12:3. Esta mezcla fue 
optimizada a partir de un vehículo utilizado previamente por el grupo de 
investigación146, para mejorar su solubilidad en medio acuoso.  
La mezcla de compuestos diosmetina, apigenina y luteolina se realizó en una ratio 
5:1:1 (mg/g de extracto seco), correspondiente a la presente en el extracto de origen. 
En adelante, en el presente trabajo se denominará a dicha mezcla DAL511 y su 
concentración se expresará como la suma de concentraciones de los tres compuestos 
en µM. 
 
Figura 30. Micrografía de la 




3.3.Determinación del contenido fenólico 
El ensayo Folin-Ciocalteu es un método colorimétrico utilizado en la determinación 
de compuestos fenólicos totales. Se basa en que los compuestos fenólicos reaccionan 
con el reactivo de Folin-Ciocalteu (wolframato sódico y molibdato sódico en ácido 
fosfórico).  
El ácido fosfomolibdowolfrámico formado por las dos sales en el medio ácido 
(amarillo) al ser reducido por los grupos fenólicos da lugar a un complejo de color azul 
(Figura 31) que se cuantifica por espectrofotometría en base a una recta patrón de 
ácido gálico.  
Para el estudio de compuestos fenólicos en los extractos de hoja de olivo se 
mezclaron 50 μL de Folin-Ciocalteu reactivo con 10 μL de muestra, 100 μL de Na2CO3 
al 20% (p/v) y 840 μL de agua destilada. Se incubo durante 20 min a temperatura 
ambiente y se midió la absorbancia a 700 nm en un lector de placas SPECTROstar 
Omega (BMG LabTech GmbH, Offenburg, Alemania), los resultados se expresaron 
como equivalentes en promedio de ácido gálico por 100 g de peso seco.  




3.4.Medida de la capacidad antioxidante 
Para la medida de a capacidad antioxidante de los diferentes extractos de hoja de 
olivo se utilizaron dos métodos diferentes: 
3.4.1.TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity)  
El ensayo TEAC es una técnica colorimétrica que se basa en la inhibición de la 
absorbancia del catión radical de ABTS (2,2'- azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-
sulfonato), un cromóforo de color azul verdoso por parte de los antioxidantes. En 
primer lugar, se generan cationes radicales de ABTS•+ mediante la incubación de la 
solución madre de ABTS con persulfato de potasio durante 12-24 horas a temperatura 
ambiente. A continuación, los antioxidantes pueden neutralizar estos cationes 
radicales mediante SET y HAT. Esto hace que el catión radical (cromóforo) vaya 
perdiendo coloración y por lo tanto se produzca la disminución de la absorción 
espectrofotométrica (Figura 32). Para el estudio de compuestos fenólicos primero se 
diluyó la solución ABTS•+ con agua destilada hasta una absorbancia de 0.700 a 734 nm. 
Para el ensayo espectrofotométrico se mezclaron 200 μL de la solución ABTS•+, se 
realizó una medida de absorbancia inicial, se añadieron 20 μL de solución del 
compuesto y se procedió a realizar una cinética midiendo absorbancia a 734 nm en un 
lector de placas SPECTROstar Omega (BMG LabTech GmbH, Offenburg, Alemania). Los 
resultados se expresaron en milimoles equivalentes de Trolox por 100 g de compuesto. 




3.4.2.FRAP (Ferric ion Reducing Antioxidant Power)   
El ensayo FRAP también se trata de un método espectrofotométrico y mide la 
reducción de un complejo formado por 2,4,6- tripiridil-s-triazina (TPTZ) e ion férrico 
Fe3+, incoloro, a un complejo con ion ferroso Fe2+, de un intenso color azul verdoso en 
presencia de antioxidantes en un medio acido (Figura 33).  
Para el estudio de los compuestos fenólicos se mezclaron 200 μL de reactivo FRAP 
recién preparado con 40 μL de agua destilada o 40 μL de extracto y se incubaron a 37°C 
durante 10 minutos. El reactivo FRAP contenía 2,5 mL de una solución 10 mM de TPTZ, 
2,5 mL de cloruro férrico 20 mM y 25 mL de acetato de sodio 300 mM. La absorbancia 
se midió a 593 nm en un lector de placas SPECTROstar Omega (BMG LabTech GmbH, 
Offenburg, Alemania). Se preparó una curva de calibración con diferentes 
concentraciones de FeSO4 (0-300 μM). Los resultados se expresaron en milimoles 
equivalentes de Fe2+ por 100 g de compuesto. 




3.5.Determinación de la viabilidad celular 
3.5.1.Ensayo MTT 
Este método se basa en la reducción de la sal de tetrazolio, Bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT), de color amarillo e hidrosoluble, en 
cristales de formazán de color púrpura e insolubles en agua (Figura 34). La enzima 
mitocondrial succinato deshidrogenasa cataliza esta reacción y por lo tanto sólo ocurre 
en células con mitocondrias viables, es decir, en células vivas. El formazán se solubiliza 
en DMSO y la densidad óptica es medida espectrofotométricamente, de manera que 
la absorbancia es proporcional a la concentración de formazán y a su vez por lo tanto 
con el número de células metabólicamente viables en el cultivo. 
Las células fueron sembradas a una densidad de 7x103 células por pocillo en placas 
de 96 pocillos y tratadas con los diferentes compuestos o con los extractos de hoja de 
olivo según las condiciones del ensayo. Una vez finalizado el tratamiento se agregó una 
solución del reactivo MTT disuelto en medio de cultivo completo (250 μg/mL) y se 
incubó durante 3-5 horas a 37°C y 5% de CO2.  




Pasado este tiempo, se retiró el sobrenadante de los pocillos y se añadieron 100 μL 
de DMSO por pocillo para resuspender los cristales de formazán. Las placas se 
mantuvieron durante 15 minutos en agitación a temperatura ambiente y 
posteriormente se midió la absorbancia a 570 nm en un lector de placas SPECTROstar 
Omega (BMG LabTech GmbH, Offenburg, Alemania) (Figura 35), empleando la 
absorbancia a 620 nm como referencia. 
3.5.2.Cuantificación de núcleos 
Este método se basa en la tinción de los núcleos celulares con la sonda Hoechst 
33342, una sonda permeable a la membrana plasmática, que se une al ADN, con mayor 
especificidad a los pares de bases A-T, y que emite fluorescencia (Figura 36). 
  
Figura 35. SPECTROstar Omega 




Las células fueron sembradas a una densidad de 7x103 células por pocillo en placas 
de 96 pocillos y tratadas con los diferentes compuestos o con los extractos de hoja de 
olivo según las condiciones del ensayo. Una vez finalizado el tratamiento se agregó la 
sonda Hoechst 33342 a 10 μg/mL en medio de cultivo completo durante 20 minutos a 
37°C y 5% de CO2. Pasado este tiempo, se retiró el sobrenadante de los pocillos, se 
lavaron con PBS y se procedió a medir la fluorescencia a una longitud de onda de 
excitación de 350 nm y 461 nm de emisión mediante el equipo Cytation 3 Cell Imaging 
Multi-mode (BioTek, Alemania) (Figura 37). 
3.6.Análisis estadístico de composición y actividad 
Para determinar los posibles compuestos responsables de las actividades biológicas 
estudiadas se llevó a cabo un análisis estadístico con el software R descartando las 
variables con más de 10 valores faltantes, en este caso la actividad antiproliferativa 
frente a MCF7. Las variables explicativas resultantes, la actividad antioxidante, por 
ambos métodos estudiados, y la actividad antiproliferativa frente a JIMT-1, se 
utilizaron para estimar las regresiones utilizando el modelo lineal generalizado (MLG). 




3.7.Cálculo del índice terapéutico  
Para determinar el índice terapéutico de DAL511 en los diferentes modelos de cáncer 
de mama se aplicó la Ecuación 2. Para ello se utilizaron las IC50 de las líneas tumorales 
como modelo de tejido enfermo y las IC50 de MCF10A para el tejido mamario y THV 
para el tejido cerebral como controles de tejido no tumoral. 
3.8.Ensayos de proliferación, migración e invasión 
3.8.1.Ensayo de capacidad clonogénica 
Para determinar el efecto de los compuestos sobre la supervivencia se realizó un 
ensayo de formación de colonias (Figura 38). Para ello, las células fueron sembradas a 
una densidad de 2x103 células por pocillo en placas de 6 pocillos y tratadas con DAL511 
a diferentes concentraciones de la mezcla (33,35-133,41 µM) durante 24 h. Pasadas 
24 horas se retiró el tratamiento, se adicionó medio fresco y se incubaron las células 
durante 7 días a 37°C y 5% de CO2. La adquisición de imágenes se realizó mediante el 
equipo Cytation 3 Cell Imaging Multi-mode (BioTek, Alemania) con el objetivo 4x, 20 
fotos por pocillo, y el contaje de colonias se realizó de manera manual y a ciegas, las 
fotos se codificaron para no conocer su tratamiento, en 10 fotos al azar por pocillo.  




3.8.2.Ensayo de migración celular: “Wound healing” 
Para determinar la capacidad de migración de las células se realizó el ensayo de 
cierre de herida (del inglés wound healing) (Figura 39), este se basa en la cuantificación 
del el área ocupada por las células que han migrado. Para ello, las células fueron 
sembradas en placas de 96 pocillos y se esperó a que llegasen al 100% de confluencia. 
Se realizó una herida mediante una punta de micropipeta de 100 µL en el centro del 
pocillo y se lavaron todos los pocillos con PBS.  
A continuación, se tiñeron las células con la sonda fluorescente Hoechst 33342 
durante 20 minutos a 37°C y 5% de CO2. Transcurrido este periodo, las células fueron 
tratadas con DAL511 a diferentes concentraciones (16,68-133,41 µM) durante 24 
horas. La adquisición de imágenes se llevó a cabo mediante el equipo Cytation 3 Cell 
Imaging Multi-mode (BioTek, Alemania) con un objetivo 20x y el área de la herida se 
cuantificó con el programa informático Image J 1.48v. 
3.8.3.Ensayo de invasión celular: “Wound healing” 
Para determinar la capacidad de invasión de las células se realizó el ensayo de cierre 
de herida con matrigel. Para ello, se pretrataron las placas con matrigel a 100 µg/mL, 
tras 24 horas las células fueron sembradas en placas de 96 pocillos y se esperó a que 
llegasen al 100% de confluencia.  




Se realizó una herida mediante una punta de micropipeta de 100 µL en el centro del 
pocillo y se lavaron todos los pocillos con PBS. A continuación, se tiñeron las células 
con la sonda fluorescente Hoechst 33342 durante 20 minutos a 37°C y 5% de CO2. 
Transcurrido este periodo, las células fueron tratadas con DAL511 a diferentes 
concentraciones (16,68-133,41 µM) preparadas en matrigel disuelto en DMEM a 4 
µg/mL durante 24 h.  
La adquisición de imágenes se llevó a cabo mediante el equipo Cytation 3 Cell 
Imaging Multi-mode (BioTek, Alemania) con un objetivo 20x y el área de la herida se 
cuantificó con el programa informático Image J 1.48v. 
3.9.Análisis del ciclo celular 
El análisis del ciclo celular se llevó a cabo mediante el estudio del contenido de ADN 
de las células, puesto que en función de la fase del ciclo celular en la que se encuentren 
las células este varía. Para ello se marcó el ADN con la sonda fluorescente yoduro de 
propidio, una sonda intercalante del ADN, emitiendo distinta intensidad de 
fluorescencia en función de su contenido de ADN (Figura 40).  
Las células que se encuentran en la fase G2/M del ciclo celular ya han duplicado su 
material genético dando lugar a una señal de 
fluorescencia cuya intensidad duplica a la de 
las células que se encuentran en fase G1. La 
señal de las células que se encuentran en fase 
S se encuentra comprendida entre las que 
emiten las células en fase G1 y G2/M, ya que 
es durante esta fase cuando se comienza a 
duplicar el material genético.  
Figura 40. Histogramas del contenido de 




Por otra parte, las células apoptóticas (fase sub-G1) presentan fragmentación del 
ADN y por ello emiten menor fluorescencia que las células en fase G1 que tienen el 
ADN íntegro.  
Las células fueron sembradas a una densidad de 2,1x105 células por pocillo en placas 
de 6 pocillos y tratadas con DAL511 a diferentes concentraciones (33,35-133,41 µM) 
durante 24 h. Tras finalizar el tratamiento, las células se tripsinizaron, se lavaron con 
PBS y se fijaron con etanol frío al 75% durante 24 horas a -20°C. Tras la fijación, las 
células se lavaron con PBS, se centrifugaron y se procedió al marcaje fluorescente del 
ADN añadiendo 200 µL del reactivo Muse Cell 
Cycle Kit (Millipore, Hayward, CA, Estados 
Unidos), incubando durante 30 minutos a 
temperatura ambiente y oscuridad. A 
continuación, se determinó la distribución de las 
fases del ciclo celular mediante la adquisición de 
los datos de fluorescencia empleando la 
tecnología del equipo Muse Cell Analyzer 
(Millipore, Hayward, CA, Estados Unidos) (Figura 41). 
3.10.Detección de apoptosis mediante Anexina-V 
La pérdida de la asimetría de membrana es un fenómeno universal y característico 
de la muerte celular por apoptosis. Las células apoptóticas se pueden detectar 
marcando las células con Anexina-V, ya que esta se une a los restos de FS que, aunque 
en situación normal no son accesibles, son expuestos al exterior durante el proceso 
apoptótico.  




Además, se añade la sonda 7-aminoactinomicina D (7-AAD), la cual entra en las 
células que han perdido la integridad de la membrana tal y como ocurre en las células 
necróticas para poder discernir entre las células en apoptosis tardía y las necróticas. 
En un gráfico de resultados tipo, aparecerá en el eje X la fluorescencia de la Anexina-
V y en el eje Y la fluorescencia correspondiente a la 7-AAD.  
De manera que según el cuadrante en el que se encuentre la población celular se 
corresponderá con una de las siguientes situaciones (Figura 42): 
• Cuadrante inferior izquierdo (Anexina-V -, 7-AAD -): células sanas 
• Cuadrante inferior derecho (Anexina-V +, 7-AAD -): células en apoptosis 
temprana  
• Cuadrante superior derecho (Anexina-V +, 7-AAD +): células en apoptosis 
tardía/necróticas  
• Cuadrante superior izquierdo (Anexina-V -, 7-AAD +): células necróticas  
Las células fueron sembradas a una densidad de 2,1x105 células por pocillo en placas 
de 6 pocillos y tratadas con DAL511 a diferentes concentraciones (33,35-133,41 µM) 
durante 24 h. Tras finalizar el tratamiento, las células se tripsinizaron, se lavaron con 
PBS y se añadieron 200 µL del reactivo Muse Annexin V & Dead Cell Kit (Millipore, 
Hayward, CA, Estados Unidos) y se incubaron durante 20 minutos a temperatura 
ambiente y en oscuridad.  




A continuación, se determinó el porcentaje de apoptosis mediante la adquisición de 
los datos de fluorescencia empleando la tecnología del equipo Muse Cell Analyzer 
(Millipore, Hayward, CA, Estados Unidos). 
3.11.Determinación de la integridad de la membrana 
plasmática 
La integridad de la mebrana plasmática, que se ve afectada en las células necróticas, 
se determinó mediante la medida de la actividad de la enzima lactato deshidrogenasa 
(LDH), una enzima estable, presente en el citosol de todas las células y la cual es 
liberada rápidamente al exterior cuando existe daño en la membrana plasmática.  
Para ello se empleó el kit de citotoxicidad LDH (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, 
Alemania), por el cual la medición de la actividad de la enzima LDH se lleva a cabo 
utilizando una mezcla de reactivos que contiene lactato (sustrato), NAD+ (cofactor), 
otra enzima con actividad diaforasa y la sal de tetrazolio INT (cloruro de iodo-
nitrotrifenil tetrazolio). La LDH cataliza la reducción de NAD+ a NADH en presencia de 
L-lactato. Esta formación de NADH se puede medir mediante una reacción acoplada 
en la que la sal de tetrazolio INT se reduce a un producto de formazán rojo, que se 
puede medir por espectrofotometría (Figura 43).                                                                                                    
Las células fueron sembradas a una densidad de 7x103 células por pocillo en placas 
de 96 pocillos y tratadas con DAL511 a diferentes concentraciones (33,35-133,41 µM) 
durante 24 horas.  




Tras finalizar el tratamiento, se aspiraron 100 µL de sobrenadante y se transfirieron 
a otra placa. A continuación, se realizó el ensayo de actividad LDH empleando el 
sobrenadante y los reactivos descritos previamente.  
Las placas se incubaron durante 15 minutos a temperatura ambiente y oscuridad, 
después se midió la absorbancia en un lector de placas a 492 nm (filtro de referencia 
600 nm) en un lector de placas SPECTROstar Omega (BMG LabTech GmbH, Offenburg, 
Alemania). El porcentaje de citotoxicidad fue calculado mediante la siguiente fórmula: 
 
𝑰𝑰𝒕𝒕𝒕𝒕𝒕𝒕𝒕𝒕𝒕𝒕𝑪𝑪𝒕𝒕𝒄𝒄𝒕𝒕𝒕𝒕𝒔𝒔𝒕𝒕 (%) =
𝑽𝑽𝒔𝒔𝒍𝒍𝒕𝒕𝒆𝒆 𝒕𝒕𝑪𝑪𝒆𝒆𝒕𝒕𝒆𝒆𝒕𝒕𝒆𝒆𝒕𝒕𝒔𝒔𝒕𝒕𝒔𝒔𝒍𝒍 − 𝑰𝑰𝒕𝒕𝒔𝒔𝒕𝒕𝒆𝒆𝒕𝒕𝒍𝒍 𝒔𝒔𝒕𝒕𝒏𝒏𝒔𝒔𝒕𝒕𝒕𝒕𝒏𝒏𝒕𝒕
𝑰𝑰𝒕𝒕𝒔𝒔𝒕𝒕𝒆𝒆𝒕𝒕𝒍𝒍 𝒆𝒆𝒕𝒕𝒔𝒔𝒕𝒕𝒕𝒕𝒕𝒕𝒏𝒏𝒕𝒕− 𝑰𝑰𝒕𝒕𝒔𝒔𝒕𝒕𝒆𝒆𝒕𝒕𝒍𝒍 𝒔𝒔𝒕𝒕𝒏𝒏𝒔𝒔𝒕𝒕𝒕𝒕𝒏𝒏𝒕𝒕
× 𝟏𝟏𝟓𝟓𝟓𝟓 
Ecuación 5. Cálculo de la citotoxicidad mediante cuantificación de LDH 
 
Los datos fueron analizados, tomando como 100% de liberación de LDH los pocillos 
tratados con el tampón de lisis (control positivo) y como 0% de muerte celular los 
pocillos tratados con el vehículo (control negativo). 
3.12.Determinación de necroptosis y autofagia 
Para determinar el tipo de muerte celular provocada por DAL511, se empleó la 
necrostatina-1 (inhibidor de la necroptosis) y la cloroquina (inhibidor de la autofagia). 
Las células fueron sembradas a una densidad de 7x103 células por pocillo en placas 
de 96 pocillos y pretratadas con 10 µM de necrostatina-1 y 10 µM de cloroquina, de 
manera independiente, durante las dos horas previas al tratamiento realizado con los 
compuestos (33,35-133,41 µM) durante 24 horas.  
Como control se sembraron y trataron en las mismas condiciones, excepto el 
pretratamiento con el inhibidor correspondiente, sendas placas. Una vez finalizado el 




3.13. Medición del Potencial de Membrana Mitocondrial  
La pérdida del potencial de membrana mitocondrial fue analizada mediante dos 
métodos: (a) Muse Cell Analyzer (Millipore, Hayward, CA, Estados Unidos) y (b) 
microscopía de florescencia.  
3.13.1.Muse Cell Analyzer 
Para determinar el PMM se utilizó una sonda catiónica lipofílica (SCL) que penetra 
en la mitocondria solo cuando su membrana se encuentra despolarizada y la sonda 7-
AAD para la viabilidad celular.  
En un gráfico de resultados tipo, aparecerá en el eje X la fluorescencia de la sonda 
dependiente del PMM y en el eje Y la fluorescencia correspondiente a la 7-AAD. De 
manera que según el cuadrante en el que se encuentre la población celular se 
corresponderá con una de las siguientes situaciones (Figura 44): 
• Cuadrante inferior izquierdo (SCL -, 7-AAD -): células sanas 
• Cuadrante inferior derecho (SCL +, 7-AAD -): células vivas despolarizadas 
• Cuadrante superior derecho (SCL +, 7-AAD +): células muertas despolarizadas 
• Cuadrante superior izquierdo (SCL -, 7-AAD+): células muertas polarizadas 




Las células fueron sembradas a una densidad de 2,1x105 células por pocillo en placas 
de 6 pocillos y tratadas con DAL511 a diferentes concentraciones (33,35-133,41 µM). 
Tras finalizar el tratamiento se tripsinizaron, se lavaron con PBS y se añadieron 195 µL 
del reactivo Muse Mitopotential Kit (Millipore, Hayward, CA, USA), y se incubó 20 
minutos a temperatura ambiente y oscuridad. Transcurrido este tiempo, se añadieron 
5 µL de la sonda 7-AAD y se incubó 5 minutos a temperatura ambiente.  
A continuación, se determinó el porcentaje de células despolarizadas mediante la 
adquisición de los datos de fluorescencia empleando la tecnología del equipo Muse 
Cell Analyzer (Millipore, Hayward, CA, USA).  
3.13.2.Microscopía de fluorescencia 
El compuesto fluorescente MitoTracker Red CMXRos (Molecular Probes, Invitrogen, 
Europa) se introduce en las mitocondrias activas que conservan el PMM quedando 
retenido. Por el contrario, el compuesto fluorescente MitoTracker Green FM 
(Molecular Probes, Invitrogen, Europa) se introduce en las mitocondrias 
independientemente del potencial de membrana mitocondrial por lo que tiñe la masa 
mitocondrial al completo. De manera que se pueden distinguir por microscopía de 
fluorescencia las células que con pérdida del PMM de aquellas que lo conservan.  
Las células fueron sembradas a una densidad de 7x103 células por pocillo en placas 
de 96 pocillos y tratadas con DAL511 a diferentes concentraciones (33,35-133,41 µM). 
Tras finalizar el tratamiento las células se lavaron con PBS y se incubaron con 200 nM 
de MitoTracker Red CMXRos y 200 nM de MitoTracker Green durante 30 minutos a 
37°C y 5% de CO2. Finalmente, la fluorescencia se cuantificó mediante el equipo 
Cytation 3 Cell Imaging Multi-mode (BioTek, Alemania). La relación obtenida de la 
señal de fluorescencia fue normalizada con la cuantificación del número de núcleos 




3.14.Cuantificación de Especies Reactivas de Oxígeno 
(ROS) 
La generación de ROS fue detectada con la sonda fluorescente 2’,7’-
Diclorofluoresceína diacetato (H2DCF-DA). Se trata de una sonda fluorescente que 
mide la presencia de los radicales hidroxilo, peroxilo y otras ROS dentro de la célula. 
Después de la difusión al interior celular, los grupos acetilo se escinden por acción de 
la esterasa intracelular para producir el compuesto no fluorescente que es oxidado 
rápidamente por las ROS dando lugar a un compuesto fluorescente (Figura 45). La 
intensidad de la fluorescencia es proporcional a los niveles de ROS citosólicos. 
Las células fueron sembradas a una densidad de 7x103 células por pocillo en placas 
de 96 pocillos y tratadas con DAL511 a diferentes concentraciones (33,35-133,41 µM). 
Tras finalizar el tratamiento, las células se incubaron con 10 µg/mL de H2DCF-DA 
durante 20 minutos a 37°C y 5% de CO2. Pasado este tiempo, se aspiró el contenido de 
los pocillos, se lavaron con PBS y se procedió a medir la fluorescencia a una longitud 
de onda de excitación de 485 nm y de emisión de 535 nm mediante el equipo Cytation 
3 Cell Imaging Multi-mode (BioTek, Alemania). La señal de fluorescencia fue 
normalizada mediante la cuantificación del número de núcleos mediante la tinción 
fluorescente Hoechst 33342. 




3.15.Absorción intestinal in vitro  
3.15.1.Obtención de muestras 
Para determinar la absorción intestinal de la mezcla DAL511 se utilizó la línea celular 
Caco-2. El ensayo de absorción intestinal in vitro mediante esta línea celular es un 
modelo ampliamente aceptado y utilizado147.  
Las células fueron sembradas en insertos de policarbonato (Millipore, España) a una 
densidad de 1x105 células por pocillo y en placas de 6 pocillos. El medio de cultivo se 
reemplazó 3 veces por semana tanto en la cámara apical (AP) como en la cámara 
basolateral (BL) (Figura 46).  
Una vez alcanzados los 19-21 días post-siembra, se determinó la integridad de la 
monocapa mediante la medida de la resistencia eléctrica transepitelial (TEER) 
utilizando un micro-polímetro (Millicell-ERS, Millipore, España) (Figura 47), que mide 
el potencial de membrana y la resistencia de las células en cultivo. A continuación , las 
células se trataron con la mezcla DAL511 a 33,35 µM en tampón HBSS (pH 7,4).  
Las monocapas celulares se lavaron dos veces con HBSS (Hank`s Balanced Salt 
Solution) atemperado a 37°C y se incubaron con dicha disolución a 37°C durante 30 
minutos. El tratamiento se añadió al compartimento correspondiente para la cámara 
AP (2,2 mL) y para la cámara BL (3,2 mL).  
Figura 46. Esquema del modelo de absorción formado por el inserto de policarbonato y la monocapa 





Se recogieron muestras a diferentes tiempos (0, 30, 60, 90 y 120 minutos) en la 
cámara receptora y se repuso el mismo volumen de muestra recogida, 200 µL. La 
incubación a lo largo del experimento se realizó a 37°C a 54 rpm.  
Al finalizar el ensayo se extrajo la monocapa y las células se lisaron mediante 3 ciclos 
de congelación/descongelación. Las muestras se centrifugaron a 15.000 rpm durante 
15 minutos a 4°C y se obtuvieron dos fracciones: (a) los sobrenadantes (fracción 
citoplasmática) y (b) los precipitados (membranas) disueltos en etanol.  
Todas las muestras se liofilizaron, se disolvieron en 100 µL de metanol para su 
concentración y se conservaron a -80°C hasta su posterior análisis. 
3.15.2.Análisis de muestras por HPLC 
Las muestras procedentes del ensayo de permeabilidad realizado en monocapas de 
células Caco-2 se analizaron mediante un cromatógrafo HPLC Agilent serie LC 1100 
(Agilent Technologies, Inc., Palo Alto, CA, EE. UU.) El equipo es controlado por el 
software ChemStation y está equipado con una bomba, un inyector automático, un 
compartimento termostatizado de columna y un detector de diodos UV-Vis.  




La columna empleada para la separación de los compuestos fue una columna 
Poroshell 120 SB-C18, de dimensiones 4,6 x 150 mm y tamaño de partícula de 2,7 µm. 
La fase móvil utilizada consistió en 2,5% de ácido acético en agua como solvente A y 
acetonitrilo como solvente B. El gradiente empleado fue: 0 min, 30% de B; 6 min, 60% 
de B; 9 min, 100% de B; 13 min, 100% de B; 17 min, 60% de B y 20 min, 30% de B. El 
flujo fue de 0,5 mL/min y el compartimento de las muestras se refrigeró a 4°C para 
evitar la degradación de las muestras.  
La adquisición y análisis de los datos se llevó a cabo mediante el programa 
informático ChemStation (Agilent Technologies, Estados Unidos). Las evaluaciones 
cuantitativas de la concentración de diosmetina, apigenina y luteolina se realizaron 
utilizando la línea de calibración correspondiente de cada compuesto con una curva 
de regresión de ocho puntos (r2> 0.997). 
3.15.3.Cálculo del coeficiente de permeabilidad aparente 
(Papp) 
Una vez cuantificadas las concentraciones de todos los compuestos identificados en 
las muestras derivadas de la cámara AP y BL, se utilizaron dichos valores para calcular 
la Papp.  









Ecuación 6. Cálculo del coeficiente de la permeabilidad aparente 
 
Donde Papp es la permeabilidad aparente (cm/s), dQ/dt representa el flujo másico 
de paso (µM/s), A es el área de difusión de la monocapa (cm2), C0 es la concentración 





Además, se puede estimar el tipo de transporte calculando el Efflux ratio (Er) o flujo 
de salida (eflujo) mediante la siguiente fórmula: 
 
𝑫𝑫𝒆𝒆 =  
𝑷𝑷𝒔𝒔𝒆𝒆𝒆𝒆  𝑩𝑩𝑫𝑫 → 𝑨𝑨𝑷𝑷
𝑷𝑷𝒔𝒔𝒆𝒆𝒆𝒆  𝑨𝑨𝑷𝑷 → 𝑩𝑩𝑫𝑫
 
 
Ecuación 7. Cálculo del Efflux ratio 
 
Los valores de Er <0,5 se corresponden a transporte activo, los valores 0,5>Er<2 a 
difusión pasiva y los valores Er<2 a eflujo. 
3.16. Absorción hematoencefálica derivada de la Papp 
A partir de los valores de Papp del ensayo de absorción con Caco-2 se puede calcular 
un parámetro, la permeabilidad activa Pactive, que debido a la buena correlación entre 
dicho parámetro y la tasa de permeación de la BHE in situ, medida como el logaritmo 
del producto de la permeabilidad por la superficie o logPS, permite evaluar 
indirectamente la absorción de un compuesto por la BHE, siempre que los compuestos 
no presenten eflujo, es decir, que el efflux ratio sea inferior a 2 (Figura 48). El cálculo 











3.17.Estudio de la sinergia entre diosmetina, apigenina 
y luteolina 
Para el estudio de sinergia entre los compuestos diosmetina, apigenina y luteolina 
primero se estudiaron las interacciones entre los compuestos en mezclas por parejas 
y después entre la mezcla triple. Puesto que la actividad a comparar es la actividad 
antiproliferativa se determinó la viabilidad celular por MTT, siguiendo el esquema de 
diseño de placas mostrado en la Figura 48.  
Para determinar la actividad de las distintas combinaciones, se realizó un ensayo 
MTT para cada una de éstas. Se sembraron placas de 96 pocillos de cada línea celular, 
MCF7 y JIMT-1, para cada combinación, utilizando diferentes rangos de 
concentraciones.  
Las concentraciones fueron elegidas teniendo en cuenta las IC50 de los compuestos 
por separado, la toxicidad del vehículo y la ratio presente en el extracto de hoja de 
olivo original. En cada placa, además de las distintas combinaciones entre los dos 
compuestos, se añadió un control de la actividad de cada uno de los compuestos por 
separado. A las 24 horas tras el tratamiento se siguió el procedimiento anteriormente 
descrito para el ensayo MTT. Este ensayo se realizó con 3 réplicas por condición, 
estando cada réplica en placas independientes. 
Se determinó el tipo de interacción entre los distintos compuestos mediante el 
cálculo de los valores de FICI a partir de los valores de IC50 previamente calculados, y 
la representación de los isobologramas.  
Esta se realizó utilizando Microsoft Excel (Microsoft Excel 2010, Microsoft 
Corporation, USA) a partir de los valores de IC50 de los compuestos por separados y en 





Posteriormente, se determinó la interacción entre los compuestos mediante el 
software Compusyn (ComboSyn, Inc., Paramus, NJ. USA, 2005), programa específico 
para la búsqueda de interacciones (sinergia, aditividad o antagonismo) entre distintos 
compuestos dentro del contexto de una actividad farmacológica concreta. El software 
Compusyn calcula el índice de combinación CI a partir de los valores de concentración 
de la mezcla de compuestos, la ratio y el efecto observado en cada caso para diferentes 
fracciones afectadas o Fa, equivalente a la inhibición de la proliferación celular, en 
comparación con los valores de efecto de los compuestos por separado.  
De esta forma, es posible comparar los resultados obtenidos mediante métodos 
tradicionales, como son el cálculo de FICI y los isobologramas, con el software 
especializado para la búsqueda de sinergia Compusyn. 
Figura 48. Esquema de placa para los ensayos de sinergia con combinaciones dobles (superior), y triples 
(inferior). La concentración de cada compuesto de la combinación se aumentó en una dirección del 
espacio, por ello para la combinación triple fue necesario incluir un mayor número de placas.- Fuente: 




























Optimización de la capacidad 
antioxidante y antiproliferativa 





En el presente capítulo se llevó a cabo la evaluación de la optimización del método 
de extracción del extracto de hoja de olivo. Para ello se analizaron 30 extractos 
preparados con hojas recogidas en las diferentes estaciones del año y secadas a 
diferentes temperaturas. Los extractos y su composición analizada por HPLC-ESI-TOF-
Ms fueron proporcionados por los grupos de la Dra. Taamalli (Laboratoire de 
Biotechnologie de l'Olivier, Centre de Biotechnologie de Borj-Cedria, Túnez) y el Dr. 
Segura-Carretero (Centro de Investigación y Desarrollo del Alimento Funcional, 
Granada). 
 Las condiciones de secado y obtención de las muestras se recogen, junto con otros 
resultados que se comentarán más adelante, en la Tabla 5. Los parámetros estudiados 
fueron el contenido fenólico, la capacidad antioxidante y la capacidad antiproliferativa 
en dos líneas celulares humanas de cáncer de mama. 
No se obtuvo ningún extracto que mejorase los resultados de actividad 
antiproliferativa del extracto de origen, por ello se consideró fallida la optimización en 
el proceso de extracción y se continuó el estudio del mecanismo de muerte celular con 









4.1.Determinación del contenido fenólico 
El contenido fenólico fue el primer parámetro estudiado ya que se buscaba obtener 
un extracto enriquecido en polifenoles por ser estos los principales responsables de 
las actividades antioxidantes y antiproliferativa.  
Los resultados más altos de contenido fenólico obtenidos (Figura 49 y Tabla 5) 
fueron, de manera individual, los del extracto D7A (Otoño, 120°C) con un %GAE de 
4,98 ± 0,25, seguido de C5A (Verano, 80°C) con 2,04 ± 0,4 y por B2RA (Primavera, 25°C) 
con 1,45 ± 0,03. Cuando se tienen en cuenta los datos agrupados por estación, los 
mejores resultados fueron por orden otoño, verano, primavera e invierno y cuando se 
agrupan por la temperatura de secado, los rangos superiores a 80°C parecieron 
favorecer el aumento en algunos casos aunque no es una mejora constante.   
       
 
 
Figura 49. Resultados del contenido fenólico en función de la estación de recogida y de la temperatura 
de secado. Los datos son expresados como la media (n=3) del porcentaje de equivalentes de ácido gálico 




4.2.Determinación de la capacidad antioxidante 
Los resultados más altos de capacidad antioxidante obtenidos para el ensayo TEAC 
fueron del extracto D7A (Otoño, 120°C) con 32,75±6,34 mmol EqTROLOX seguido de 
C5A (Verano, 80°C) con 14,60±1,94 mmol EqTROLOX y de B2A (Primavera, 25°C) con 
11,99±0,52 mmol EqTROLOX. Para el ensayo de FRAP fueron D7A (Otoño, 120°C) con 
495,40±2,17 mmol EqFe2+seguidos de C5A (Verano, 80°C) con 208±1,71 mmol EqFe2+ 
y por B2A (Primavera, 25°C) con 188,14±1,36 mmol EqFe2+ (Figura 50 y Tabla 5). 
De esta manera, los resultados se corresponden entre ambos ensayos antioxidantes, 
también con los resultados para el contenido fenólico, siendo las mejores condiciones 
de recogida por orden otoño, verano, primavera e invierno. En cuanto al aumento de 
la temperatura de secado los resultados no muestran una tendencia que permita 
determinar las condiciones óptimas. 
 
Figura 50. Resultados de la capacidad antioxidante en función de la estación de recogida y de la 
temperatura de secado. Los datos son expresados como la media (n=3) de mmol equivalentes de trolox y 




4.3.Determinación de la viabilidad en modelos celulares 
Para determinar la viabilidad se trataron las diferentes líneas con un rango de 
concentraciones de 0-50 µg/mL teniendo en cuenta el valor previo con el extracto de 
origen, 7 µg/mL. Sin embargo, en la mayoría de casos ni siquiera se pudo calcular la 
IC50 y los valores más bajos obtenidos fueron de 40,78 ± 4,81 µg/mL en MCF7 y de 
45,93 ± 3,84 µg/mL en JIMT-1 para el extracto C5A (Verano, 80°C), como se observa en 
la Figura 51 y la Tabla 5. No se aumentaron las concentraciones probadas para obtener 
todos los valores de IC50 ya que los obtenidos a las concentraciones probadas eran muy 
superiores a lo esperado y no se consideró necesario. 
Figura 51. Efecto del extracto C5A en la línea de cáncer de mama luminal MCF7 y HER2+ JIMT-1. Las 
células se trataron con diferentes concentraciones del extracto (0-50 µg/mL) durante 24 horas. Una vez 
finalizado el tratamiento se determinó la viabilidad celular mediante el ensayo de MTT. Los valores se 























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































4.4.Búsqueda estadística de posibles candidatos 
responsables de las actividades de los extractos 
En paralelo a la realización del presente trabajo en el Centro de Investigación y 
Desarrollo del Alimento Funcional (CIDAF), responsable de la elaboración de los 
extractos, se llevó a cabo la caracterización de los extractos (Tabla 9)149.  
En base a dicha caracterización se realizó un análisis estadístico para determinar los 
compuestos candidatos de ser responsables de las actividades antioxidante y 
antiproliferativa de los extractos mediante un modelo lineal generalizado. 
Respecto a la actividad antioxidante se analizaron por separado los resultados de 
TEAC y de FRAP. Respecto a los resultados de TEAC se estimó que el candidato que 
más contribuye la actividad antioxidante es el isómero 1 de oleuropeína con una 
significancia de p <0,001 (Tabla 6). En cuanto a los resultados de FRAP se estimó que 
el candidato es la vainillina con una significancia de p <0,001 (Tabla 7). 
Para la actividad antiproliferativa solo se analizaron los datos obtenidos en la línea 
celular JIMT-1 puesto que MCF7 se descartó para este estudio debido a que tenía más 
de 10 valores faltantes, criterio de exclusión que se utilizó para descartar variables. Se 
estimó que la actividad antiproliferativa en JIMT-1 es debida al acetoxipinorresinol y el 
ácido ursólico con una significancia de p <0,001 en ambos casos (Tabla 8). 
 
Residual de la desviación 
Min 1Q Median 3Q Max 
-4,407 -2,439 -0,835 1,476 10,217 
Coeficientes 
 Estimado SEM Tvalue Pr(>|t|) Significancia 
(Intercept) 4,52269 0,65513 6,904 1,67e-07 p <0,001 
Oleuropeina 
isómero 1 0,13492 0,01532 8,805 1,48e-09 p <0,001 








Residual de la desviación 
Min 1Q Median 3Q Max 
-66,299 -12,195 -5,510 9,605 83,146 
Coeficientes 
 Estimado SEM Tvalue Pr(>|t|) Significancia 
(Intercept) 125,44683 6,15193 20,391 < 2e-16 p <0,001 
Vainillina -0,85119 0,14673 -5,801 3,58e-06 p <0,001 
Tabla 7. Resumen del modelo MLG para la actividad antioxidante FRAP 
Residual de la desviación 
Min 1Q Median 3Q Max 
-164,10 -88,79 -20,14 27,46 348,75 
Coeficientes 
 Estimado SEM Tvalue Pr(>|t|) Significancia 
(Intercept) 214,510 31,375 6,837 2,41e-07 p <0,001 
Ac-
Pinorresinol -35,780 6,890 -5,193 1,81e-05 p <0,001 
Ácido 
ursólico 26,582 5,148 5,164 1,96e-05 p <0,001 






























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Estudio del mecanismo de 
acción de la mezcla de flavonas 
DAL511 en los diferentes 






En este capítulo se llevó a cabo un estudio del efecto de la mezcla DAL511, mezcla 
de diosmetina, apigenina y luteolina a la proporción presente en el extracto de origen 
5:1:1 (mg/g de extracto seco) sobre la viabilidad, supervivencia, migración e invasión 
en células tumorales de cáncer de mama, así como la determinación de los principales 
mecanismo de muerte celular que desencadena en dichas células.  
Para ello se utilizaron cuatro modelos celulares, cada uno representativo de los tres 
principales subtipos moleculares, y clínicos, de cáncer de mama así como un modelo 
de tumor secundario o metastásico en cerebro derivado de TNBC, MCF7 para el 
luminal, JIMT-1 para el HER2+, MDA-MB-231 para el TNBC y MDA-MB-231-BR para el 
tumor secundario en cerebro de TNBC. 
4.5.Mecanismo de acción de la mezcla DAL511 en un 
modelo de cáncer de mama de subtipo luminal 
4.5.1.Determinación del efecto antiproliferativo 
Se analizó la actividad antiproliferativa de la mezcla DAL511 en la línea celular MCF7 
tras 24 horas de tratamiento y en paralelo se estudió también en la línea celular 
MCF10A para comparar el efecto entre células tumorales y no tumorales. 
Los resultados muestran un efecto inhibitorio sobre la proliferación celular de la línea 
MCF7 cuando son tratadas con DAL511 y dicho efecto, aunque se puede apreciar 
también en la línea control MCF10A, es más acusado en la línea tumoral (Figura 52). 
La mezcla DAL511 presentó una IC50 de 57,22 ± 10,89 µM en la línea celular MCF7 
frente a la IC50 de 140,9 ± 13,3 µM en MCF10A por lo que su IT fue de 2,46, 








 IC50 (µM) IT 
MCF7 57,22 ± 10,89 2,46 
MCF10A 140,9 ± 13,3  
Tabla 10. Valores de IC50 ±SD (n=6) tras 24 horas de tratamiento y del índice terapéutico de DAL511 
en MCF7 
Figura 52. Efecto de la mezcla DAL511 en la línea de cáncer de mama luminal MCF7 y la línea control 
no tumoral MCF10A. Las células se trataron con diferentes concentraciones de DAL511 (33,35-133,41 µM) 
durante 24 horas. Una vez finalizado el tratamiento se determinó la viabilidad celular mediante el contaje 
de núcleos con la sonda Hoechst 33342. Los valores se presentan como porcentaje de viabilidad celular 





Una vez determinado el efecto antiproliferativo de la mezcla DAL511 se estudió el 
efecto de ésta sobre las capacidades funcionales de las células tumorales de formar 
colonias, migrar e invadir. 
En cuanto a la capacidad clonogénica (Figura 53) se determinó mediante un ensayo 
de formación de colonias para determinar la supervivencia post-tratamiento. Se 
observó una disminución de casi el 50% en el número de colonias y de más del 70 % 
en su tamaño a la concentración del DAL511 más baja probada, 33,35 µM, y llegando 
a reducir más de un 90% el diámetro a 133,42 µM.  
Figura 53. Efecto de la mezcla DAL511 sobre la capacidad clonogénica en la línea de cáncer de mama 
luminal MCF7. Las células se trataron con diferentes concentraciones de DAL511 (33,35-133,41 µM) 
durante 24 horas. Una vez finalizado el tratamiento, las células se incubaron con medio de cultivo 
completo durante 7 días y se determinó la capacidad de formación de colonias mediante el equipo 
Cytation 3 Cell Imaging Multi-mode. Los valores se presentan como porcentaje de formación de colonias 
(%) y como el diámetro medio de las colonias (µm). ** (p<0,01), *** (p<0,001) y **** (p<0,0001) indican 
diferencias estadísticamente significativas respecto al control sin tratamiento (0 µM) (Verde-Diámetro, 




La capacidad migratoria (Figura 54) se determinó mediante el ensayo de wound 
healing o cierre de herida que consiste en realizar un herida en una monocapa celular 
y observar la migración celular en presencia del tratamiento durante 24 horas. Se 
observó una reducción de casi el 50% a la concentración más baja ensayada, 33,35 µM, 





Figura 54. Estudio del efecto de la mezcla DAL511 en la migración celular mediante el ensayo de wound 
healing en la línea de cáncer de mama luminal MCF7. Las células se trataron con diferentes 
concentraciones de DAL511 (33,35-133,41 µM) durante 24 horas. Durante el tratamiento se realizaron 
fotografías a diferentes tiempos mediante el equipo Cytation 3 Cell Imaging Multi-mode. Los valores se 
presentan como porcentaje de confluencia en la herida (%). **** (p<0,0001) indica diferencias 




En cuanto a la invasión (Figura 55) se determinó mediante el ensayo de wound 
healing o cierre de herida en presencia de matrigel, que consiste en realizar un herida 
en una monocapa celular sembrada sobre pocillos pretratados con matrigel y observar 
la migración celular en presencia del tratamiento disuelto en matrigel durante 24 
horas. Se observó un efecto más pronunciado, y se analizaron solo las concentraciones 
16,675 µM y 33,35 µM ya que concentraciones superiores provocaban el retraimiento 
del borde de la herida impidiendo su análisis. 
La línea celular MCF7 no tiene elevadas capacidades invasivas, llegando el control sin 
tratamiento a invadir en torno al 6% de la herida sin embargo el tratamiento a la 
concentración más baja ensayada, 16,675 µM, llegó a inhibir prácticamente por 
completo la invasión del matrigel. 
 
Figura 55. Estudio del efecto de la mezcla DAL511 en la invasión celular mediante el ensayo de wound 
healing con matrigel en la línea de cáncer de mama luminal MCF7. Las células se trataron con diferentes 
concentraciones de DAL511 (16,675-33,35 µM) disueltas en matrigel durante 24 horas. Durante el 
tratamiento se realizaron fotografías a diferentes tiempos mediante el equipo Cytation 3 Cell Imaging 
Multi-mode. Los valores se presentan como porcentaje de confluencia en la herida (%).**** (p<0,0001) 




4.5.2.Determinación del mecanismo de muerte celular 
Una vez conocidos los efectos antiproliferativos y sobre la capacidad de formación 
de colonias, de migración e invasión de la mezcla DAL511 en la línea celular MCF7 se 
procedió a caracterizar dicho efecto antiproliferativo estudiando su mecanismo de 
muerte. 
En primer lugar, se llevó a cabo el estudio del ciclo celular en células tratadas con la 
mezcla DAL511 a diferentes concentraciones (33,35-133,41 µM) durante 24h. Como 
se observa en la Figura 56 se produjo un leve bloqueo del ciclo celular en la fase S con 
un aumento significativo del 6% de la fase S y una disminución significativa del 6% en 
Figura 56. Efecto de la mezcla DAL511en el ciclo celular en la línea celular de cáncer de mama luminal 
MCF7. Las células se trataron con diferentes concentraciones de DAL511 (33,35-133,41 µM) durante 24 
horas. Una vez finalizado el tratamiento, el ciclo celular se determinó mediante el equipo Muse Cell 
Analyzer. Los valores se presentan como porcentaje de las fases del ciclo celular (%). * (p<0,1), ** (p<0,01)  
*** (p<0,001), y **** (p<0,0001) indican diferencias estadísticamente significativas respecto al control 




la fase G1 a la concentración más alta probada, 133,41 µM. Además, se observó un 
aumento significativo de la fase subG1 llegando hasta un 8,5%. 
Estos resultados hacen pensar que existe un efecto citotóxico que podría deberse a 
apoptosis, por ello el siguiente paso fue detectar la apoptosis mediante marcaje con 
Anexina-V. Las células se trataron con diferentes concentraciones de DAL511 (33,35-
133,41 µM) durante 24 horas. El porcentaje de apoptosis se cuantificó tanto a nivel 
basal como tras la adición de los tratamientos. 
Como se puede observar en la Figura 57 se produjo un incremento significativo de la 
apoptosis tardía de casi el 40% con la concentración más baja probada, 33,35 µM, 
mientras que no se apreciaron variaciones en la apoptosis temprana. 
 
 
Figura 57. Determinación de apoptosis mediante Anexina-V en la línea celular de cáncer de mama 
luminal MCF7. Las células se trataron con diferentes concentraciones de DAL511 (33,35-133,41 µM) 
durante 24 horas. Una vez finalizado el tratamiento, el ciclo celular se determinó mediante el equipo 
Muse Cell Analyzer. Los valores se presentan como porcentaje de apoptosis temprana y tardía (%).  **** 




Debido a que tras 24 horas de tratamiento solo se observaban variaciones en la 
apoptosis tardía y estos resultados son compatibles no solo con apoptosis, sino 
también con otros tipos de muerte celular, de manera complementaria se determinó 
la integridad de la membrana citoplasmática mediante la cuantificación de LDH 
liberada (Figura 58), así como la determinación de necroptosis (Figura 59) y autofagia 
(Figura 60) utilizando sus inhibidores correspondientes, necrostatina-1 y cloroquina, 
respectivamente. 
No se observaron diferencias significativas en ninguno de los tres tipos de ensayos 
realizados por lo que se descartó que la citotoxicidad observada se debiera a necrosis, 
necroptosis o autofagia. 
Figura 58. Efecto sobre la liberación de la LDH de la mezcla DAL511 en la línea celular de cáncer de 
mama luminal MCF7. Las células se trataron con diferentes concentraciones de DAL511 (33,35-133,41 
µM) durante 24 horas. Una vez finalizado el tratamiento, el porcentaje de células necróticas se determinó 





Figura 60. Efecto de la mezcla DAL511 en la viabilidad celular en la línea celular de cáncer de mama 
luminal MCF7 en presencia del inhibidor de la autofagia cloroquina. Las células se pretrataron con 
cloroquina durante 2 horas y se trataron con diferentes concentraciones de DAL511 (33,35-133,41 µM) 
durante 24 horas. Una vez finalizado el tratamiento se determinó la viabilidad celular mediante el ensayo 
de MTT. Los valores se presentan como porcentaje de viabilidad celular (%).  
 
Figura 59. Efecto de la mezcla DAL511 en la viabilidad celular en la línea celular de cáncer de mama 
luminal MCF7 en presencia del inhibidor de la necroptosis necrostatina-1. Las células se pretrataron con 
necrostatina-1 durante 2 horas y se trataron con diferentes concentraciones de DAL511 (33,35-133,41 
µM) durante 24 horas. Una vez finalizado el tratamiento se determinó la viabilidad celular mediante el 





Una vez descartadas otros posibles tipos de muerte celular se repitió la 
determinación de la apoptosis mediante marcaje con Anexina-V pero realizando un 
curso temporal de 10 h para observar si ésta aparecía a tiempos más cortos. 
Como se observa en la Figura 61 el incremento significativo en la apoptosis temprana 
comenzó a las 2 h de tratamiento para las concentraciones más altas, 100,05 µM y 
133,41 µM, y dejó de observarse en torno a las 8-10 h de tratamiento, cuando comenzó 
a apreciarse un incremento significativo en la apoptosis tardía. Es decir, la citotoxicidad 
se debe a un efecto apoptótico que comienza al poco tiempo del inicio del tratamiento 
y por ello no se observó en los ensayos a 24 horas (Figura 57). 
Una vez determinado que el efecto citotóxico se debe a una muerte por apoptosis 
se procedió a determinar el potencial de membrana mitocondrial ya que la 
mitocondria puede verse involucrada en los procesos apoptóticos. Para ello se 
determinó el PMM por dos métodos diferentes, citometría de flujo y microscopía de 
fluorescencia. 
Como se observa en la Figura 62 el tratamiento con DAL511 produjo un incremento 
en la población de células despolarizadas de casi el 20% a la concentración más baja 
probada, 33,35 µM, y llegando cerca del 40% a la concentración más alta probada, 
133,41 µM según la citometría de flujo. Según la microscopía de fluorescencia (Figura 
63) se produjo un descenso del PMM de casi el 20% a la concentración más baja 
probada, 33,35 µM, y casi del 40% para la concentración más alta probada, 133,41 µM, 








Figura 61. Determinación de apoptosis mediante Anexina-V en la línea celular de cáncer de mama 
luminal MCF7. Las células se trataron con diferentes concentraciones de DAL511 (33,35-133,41 µM) 
durante 2-10 horas. Una vez finalizado el tratamiento, el ciclo celular se determinó mediante el equipo 
Muse Cell Analyzer. Los valores se presentan como porcentaje de apoptosis temprana, tardía y total (%). 
*** (p<0,001) y **** (p<0,0001) indican diferencias estadísticamente significativas respecto al control sin 





Figura 62. Efecto de la mezcla DAL511 en el PMM en la línea celular de cáncer de mama luminal MCF7. 
Las células se trataron con diferentes concentraciones de DAL511 (33,35-133,41 µM) durante 24 horas. 
Una vez finalizado el tratamiento, el porcentaje de células despolarizadas se determinó mediante el 
equipo Muse Cell Analyzer. Los valores se presentan como porcentaje de células despolarizadas (%). **** 
(p<0,0001) indican diferencias estadísticamente significativas respecto al control sin tratamiento (0 µM). 
Figura 63. Efecto de la mezcla DAL511 en el PMM en la línea celular de cáncer de mama luminal MCF7. 
Las células se trataron con diferentes concentraciones de DAL511 (33,35-133,41 µM) durante 24 horas. 
Una vez finalizado el tratamiento, el porcentaje de células despolarizadas se determinó mediante el 
equipo Cytation 3 Cell Imaging Multi-mode. Los valores se presentan como porcentaje del potencial de 
membrana mitocondrial (%).*** (p<0,001) y **** (p<0,0001) indica diferencias estadísticamente 




 Por último, se determinó la capacidad de la mezcla DAL511 de aumentar la 
producción de ROS puesto que este hecho podría tener relación con el daño 
mitocondrial. Por una parte, el carácter prooxidante que pueden presentar en 
ocasiones los polifenoles podría inducir un aumento de ROS que provoque daño 
mitocondrial, y por otra parte, si se produce apoptosis por la vía mitocondrial el 
aumento de ROS sería una consecuencia del propio daño mitocondrial.  
Como se observa en la Figura 64 se produjo un incremento de cerca del 20% en la 
producción de ROS con la concentración más baja probada, 33,35 µM llegando hasta 
el 30% con la concentración más alta, 133,41 µM. 
 
Figura 64. Efecto de la mezcla DAL511 en la producción de ROS en la línea de cáncer de mama luminal 
MCF7. Las células se trataron con diferentes concentraciones de DAL511 (33,35-133,41 µM) durante 24 
horas. Una vez finalizado el tratamiento se determinó la generación de ROS intracelular mediante la sonda 
H2DCF-DA y el equipo Cytation 3 Cell Imaging Multi-mode. Los valores se presentan como porcentaje de 
ROS (%).** (p<0,01) y **** (p<0,0001) indican diferencias estadísticamente significativas respecto al 




4.6.Mecanismo de acción de la mezcla DAL511 en un 
modelo de cáncer de mama de subtipo HER2+ 
4.6.1.Determinación del efecto antiproliferativo 
Se analizó la actividad antiproliferativa de la mezcla DAL511 en la línea celular JIMT-
1 y la línea celular MCF10A, tras 24 horas de tratamiento, con el objetivo comparar el 
efecto entre células tumorales y sanas. 
Los resultados muestran un efecto inhibitorio sobre la proliferación celular de la línea 
JIMT-1 cuando son tratadas con DAL511 y dicho efecto, aunque se puede apreciar 
también en la línea control MCF10A, es más acusado en la línea tumoral (Figura 65). 
La mezcla DAL511 presentó una IC50 de 86,69 ± 16,38 µM en la línea celular JIMT-1 
frente a la IC50 de 140,9 ± 13,3 µM en MCF10A por lo que su IT fue de 1,63, 
considerándose, por tanto, de índice terapéutico no seguro (Tabla 11).  
 
 IC50 (µM) IT 
JIMT-1 86,69 ± 16,38 1,63 
MCF10A 140,9 ± 13,3  






Tras determinar el efecto antiproliferativo de la mezcla DAL511 se pasó a estudiar la 
capacidad de formación de colonias, de migración y de invasión, todas capacidades 
funcionales de las células tumorales.  
Figura 65. Efecto de la mezcla DAL511 en la línea de cáncer de mama HER2+ JIMT-1 y la línea control 
no tumoral MCF10A. Las células se trataron con diferentes concentraciones de DAL511 (33,35-133,41 
µM) durante 24 horas. Una vez finalizado el tratamiento se determinó la viabilidad celular mediante el 
contaje de núcleos con la sonda Hoechst 33342. Los valores se presentan como porcentaje de viabilidad 
celular (%). **** (p<0,0001) indica diferencias estadísticamente significativas respecto al control sin 




 En cuanto a la capacidad clonogénica (Figura 66), determinada mediante el ensayo 
de colonias explicado con anterioridad basado en la supervivencia celular post- 
tratamiento, se observó una disminución de casi el 30% en el número de colonias y de 
casi del 40% en su tamaño a la concentración del DAL511 más baja probada, 33,35 µM, 
y llegando a reducir más de un 70% el diámetro y de un 60% el número de colonias a 
133,42 µM.  
Figura 66. Efecto de la mezcla DAL511 sobre la capacidad clonogénica de la línea de cáncer de mama 
HER2+ JIMT-1. Las células se trataron con diferentes concentraciones de DAL511 (33,35-133,41 µM) 
durante 24 horas. Una vez finalizado el tratamiento, las células se incubaron con medio de cultivo 
completo durante 7 días y se determinó la capacidad de formación de colonias mediante el equipo 
Cytation 3 Cell Imaging Multi-mode. Los valores se presentan como porcentaje de formación de colonias 
(%) y como el diámetro medio de las colonias (µm). **** (p<0,0001) indica diferencias estadísticamente 






La capacidad migratoria (Figura 67), determinada mediante el ensayo wound healing 
o de cierre de herida, se vio reducida en más un 50% a la concentración más baja 
ensayada, 33,35 µM, y en más del 80% a la concentración más alta, 133,42 µM, tras 24 






Figura 67. Estudio del efecto de la mezcla DAL511 en la migración celular mediante el ensayo de wound 
healing en la línea de cáncer de mama HER2+ JIMT-1. Las células se trataron con diferentes 
concentraciones de DAL511 (33,35-133,41 µM) durante 24 horas. Durante el tratamiento se realizaron 
fotografías a diferentes tiempos mediante el equipo Cytation 3 Cell Imaging Multi-mode. Los valores se 
presentan como porcentaje de confluencia en la herida (%).**** (p<0,0001) indica diferencias 




En cuanto a la invasión (Figura 68), determinada también con el ensayo de wound 
healing pero en presencia de matrigel recreando la matriz extracelular, se observó una 
disminución de en torno al 15% a la concentración más baja probada, 33,35 µM, 





Figura 68. Estudio del efecto de la mezcla DAL511 en la invasión celular mediante el ensayo de wound 
healing con matrigel en la línea de cáncer de mama HER2+ JIMT-1. Las células se trataron con diferentes 
concentraciones de DAL511 (33,35-133,41 µM) disueltas en matrigel durante 24 horas. Durante el 
tratamiento se realizaron fotografías a diferentes tiempos mediante el equipo Cytation 3 Cell Imaging 
Multi-mode. Los valores se presentan como porcentaje de confluencia en la herida (%).**** (p<0,0001) 




4.6.2.Determinación del mecanismo de muerte celular 
Una vez observados los efectos antiproliferativos y de inhibición de la capacidad de 
formación de colonias, de migración e invasión de la mezcla DAL511 en la línea celular 
JIMT-1 se procedió a caracterizar dicho efecto antiproliferativo estudiando su 
mecanismo de muerte. 
En primer lugar, se llevó a cabo el estudio del ciclo celular en células tratadas con la 
mezcla DAL511 a diferentes concentraciones (33,35-133,41 µM) durante 24h. Como 
se observa en la Figura 69 se produce un bloqueo del ciclo celular en la fase G2/M con 
un aumento significativo del 15% de la fase G2/M y una disminución significativa del 
10% de las fases G1 y S a la concentración más alta probada, 133,41 µM. Además, se 
observa un aumento significativo de la fase subG1 llegando hasta un 4%. 
Figura 69. Efecto de la mezcla DAL511en el ciclo celular la línea de cáncer de mama HER2+ JIMT-1. Las 
células se trataron con diferentes concentraciones de DAL511 (33,35-133,41 µM) durante 24 horas. Una 
vez finalizado el tratamiento, el ciclo celular se determinó mediante el equipo Muse Cell Analyzer. Los 
valores se presentan como porcentaje de las fases del ciclo celular (%).** (p<0,01) y **** (p<0,0001) 




Estos resultados hacen pensar que existe un efecto citostático y un leve efecto 
citotóxico que podría deberse a apoptosis, por ello el siguiente paso fue detectar la 
apoptosis mediante marcaje con Anexina-V. Las células se trataron con diferentes 
concentraciones de DAL511 (33,35-133,41 µM) durante 24 horas. El porcentaje de 
apoptosis se cuantificó tanto a nivel basal como tras la adición de los tratamientos. 
 Como se puede observar en la Figura 70 se produce un efecto dosis-dependiente 
(mayor que el observado en las células MCF7) con un incremento significativo de la 
apoptosis tardía de casi el 20% y del 5% en la apoptosis temprana con la concentración 
más alta probada, 133,41 µM. 
 
 
Figura 70. Determinación de apoptosis mediante Anexina-V la línea de cáncer de mama HER2+ JIMT-1. 
Las células se trataron con diferentes concentraciones de DAL511 (33,35-133,41 µM) durante 24 horas. 
Una vez finalizado el tratamiento, el ciclo celular se determinó mediante el equipo Muse Cell Analyzer. 
Los valores se presentan como porcentaje de apoptosis temprana y tardía (%). * (p<0,05) ** (p<0,01) y 





Una vez determinado que el efecto citotóxico se debe a una muerte por apoptosis 
se procedió a determinar el potencial de membrana mitocondrial ya que la 
mitocondria puede verse involucrada en los procesos apoptóticos además de influir en 
el bloqueo del ciclo celular. Para ello, al igual que en el anterior modelo, se determinó 
el PMM por dos métodos diferentes, citometría de flujo y microscopía de 
fluorescencia. 
 Como se observa en la Figura 71 el tratamiento con DAL511 produjo un incremento 
de casi el 20% a la concentración más baja probada, 33,35 µM, y llegando cerca del 





Figura 71. Efecto de la mezcla DAL511 en el potencial de membrana mitocondrial en la línea de cáncer 
de mama HER2+ JIMT-1. Las células se trataron con diferentes concentraciones de DAL511 (33,35-133,41 
µM) durante 24 horas. Una vez finalizado el tratamiento, el porcentaje de células despolarizadas se 
determinó mediante el equipo Muse Cell Analyzer. Los valores se presentan como porcentaje de células 
despolarizadas (%). * (p<0,05), *** (p<0,001) y **** (p<0,0001) indican diferencias estadísticamente 




Según la microscopía de fluorescencia (Figura 72) se produjo un descenso del PMM 
de casi el 20% a la concentración más baja probada, 33,35 µM, y casi del 40% para la 
concentración más alta probada, 133,41 µM, de manera que ambas medidas 
coinciden. 
 
 Por último, se determinó la capacidad de la mezcla DAL511 de aumentar la 
producción de ROS puesto que podría estar tener relación con el daño mitocondrial 
debido al carácter prooxidante que pueden presentar en ocasiones los polifenoles o 
que ocurra una apoptosis por vía mitocondrial. 
Figura 72. Efecto de la mezcla DAL511 en el potencial de membrana mitocondrial en la línea de cáncer 
de mama HER2+ JIMT-1. Las células se trataron con diferentes concentraciones de DAL511 (33,35-133,41 
µM) durante 24 horas. Una vez finalizado el tratamiento, el porcentaje de células despolarizadas se 
determinó mediante el equipo Cytation 3 Cell Imaging Multi-mode. Los valores se presentan como 
porcentaje del potencial de membrana mitocondrial (%). * (p<0,05) ** (p<0,01) y **** (p<0,0001) indican 




Como se observa en la Figura 73 no se producen variaciones significativas con el 








Figura 73. Efecto de la mezcla DAL511 en la producción de ROS en la línea de cáncer de mama HER2+ 
JIMT-1. Las células se trataron con diferentes concentraciones de DAL511 (33,35-133,41 µM) durante 24 
horas. Una vez finalizado el tratamiento se determinó la generación de ROS intracelular mediante la sonda 
H2DCF-DA y el equipo Cytation 3 Cell Imaging Multi-mode. Los valores se presentan como porcentaje de 




4.7.Mecanismo de acción de la mezcla DAL en un 
modelo de cáncer de mama de subtipo TNBC 
4.7.1.Determinación del efecto antiproliferativo 
A continuación se analizó la actividad antiproliferativa de la mezcla DAL511 en la 
línea celular triple negativa MDA-MB-231 tras 24 horas de tratamiento y, además, 
como en anteriores líneas celulares, se determinó el efecto antiproliferativo en la línea 
celular MCF10A para realizar una comparación entre células tumorales y sanas. 
Los resultados muestran un efecto inhibitorio sobre la proliferación celular de la línea 
MDA-MB-231 cuando son tratadas con DAL511 y dicho efecto, aunque se puede 
apreciar también en la línea control MCF10A, siendo más acusado en la línea tumoral 
(Figura 74). 
La mezcla DAL511 presentó una IC50 de 86,69 ± 16,38 µM en la línea celular MDA-
MB-231 frente a la IC50 de 140,9 ± 13,3 µM en MCF10A por lo que su IT fue de 2,30, 
considerándose por tanto de índice terapéutico estrecho (Tabla 12).  
.  
   IC50 (µM) IT 
MDA-MB-231 61,24 ± 18,63 2,30 
MCF10A 140,9 ± 13,3  






Seguidamente, tras comprobar el efecto antiproliferativo de la mezcla DAL511 se 
continuó con un esquema de trabajo similar al realizado con las anteriores líneas 
celulares, estudiando el efecto de la mezcla sobre las capacidades funcionales de las 
células tumorales de formar colonias, migrar e invadir. 
Figura 74. Efecto de la mezcla DAL511 en la línea de cáncer de mama TNBC MDA-MB-231 y la línea 
control no tumoral MCF10A. Las células se trataron con diferentes concentraciones de DAL511 (33,35-
133,41 µM) durante 24 horas. Una vez finalizado el tratamiento se determinó la viabilidad celular 
mediante el contaje de núcleos con la sonda Hoechst 33342. Los valores se presentan como porcentaje 
de viabilidad celular (%). **** (p<0,0001) indica diferencias estadísticamente significativas respecto al 




 En cuanto a la capacidad clonogénica (Figura 75), la cual se determinó mediante el 
estudio de la supervivencia post-tratamiento con el ensayo de formación de colonias, 
se observó una disminución de más del 80% en el número de colonias y de más del 
90% en su tamaño a la concentración del DAL511 más alta probada, 133,42 µM.  
 
 
Figura 75. Efecto de la mezcla DAL511 sobre la capacidad clonogénica la línea de cáncer de mama TNBC 
MDA-MB-231. Las células se trataron con diferentes concentraciones de DAL511 (33,35-133,41 µM) 
durante 24 horas. Una vez finalizado el tratamiento, las células se incubaron con medio de cultivo 
completo durante 7 días y se determinó la capacidad de formación de colonias mediante el equipo 
Cytation 3 Cell Imaging Multi-mode. Los valores se presentan como porcentaje de formación de colonias 
(%) y como el diámetro medio de las colonias (µm).  ** (p<0,01) y **** (p<0,0001) indican diferencias 
estadísticamente significativas respecto al control sin tratamiento (0 µM) (Verde-Diámetro, Negro-





La capacidad migratoria (Figura 76), determinada mediante el ensayo de wound 
healing o cierre de herida, se vio reducida en más del 30% a la concentración más baja 
ensayada, 33,35 µM, y en casi el 50% a la concentración más alta, 133,42 µM, tras 24 






Figura 76. Estudio del efecto de la mezcla DAL511 en la migración celular mediante el ensayo de wound 
healing en la línea de cáncer de mama TNBC MDA-MB-231. Las células se trataron con diferentes 
concentraciones de DAL511 (33,35-133,41 µM) durante 24 horas. Durante el tratamiento se realizaron 
fotografías a diferentes tiempos mediante el equipo Cytation 3 Cell Imaging Multi-mode. Los valores se 
presentan como porcentaje de confluencia en la herida (%). **** (p<0,0001) indica diferencias 




En cuanto a la invasión (Figura 77), que se determinó mediante el ensayo de wound 
healing o cierre de herida en presencia de matrigel, se observó una disminución de 
entorno al 20% a la concentración más baja probada, 33,35 µM, llegando hasta más 





Figura 77. Estudio del efecto de la mezcla DAL511 en la invasión celular mediante el ensayo de wound 
healing con matrigel en la línea de cáncer de mama TNBC MDA-MB-231. Las células se trataron con 
diferentes concentraciones de DAL511 (33,35-133,41 µM) disueltas en matrigel durante 24 horas. Durante 
el tratamiento se realizaron fotografías a diferentes tiempos mediante el equipo Cytation 3 Cell Imaging 
Multi-mode. Los valores se presentan como porcentaje de confluencia en la herida (%). **** (p<0,0001) 




4.7.2.Determinación del mecanismo de muerte celular 
Comprobados los efectos antiproliferativos y de inhibición sobre la capacidad de 
formación de colonias, de migración e invasión de la mezcla DAL511 en la línea celular 
MDA-MB-231 se procedió a caracterizar dicho efecto antiproliferativo estudiando su 
mecanismo de acción. 
En primer lugar, se llevó a cabo el estudio del ciclo celular en células tratadas con la 
mezcla DAL511 a diferentes concentraciones (33,35-133,41 µM) durante 24h. Como 
se observa en la Figura 78 se produjo un aumento significativo de la fase subG1 
llegando hasta un 15% a la concentración más alta ensayada 133,41 µM y siendo más 
alto que el observado para esta fase en las anteriores líneas celulares (MCF7 y JIMT-
1). 
Figura 78. Efecto de la mezcla DAL511en el ciclo la línea de cáncer de mama TNBC MDA-MB-231. Las 
células se trataron con diferentes concentraciones de DAL511 (33,35-133,41 µM) durante 24 horas. Una 
vez finalizado el tratamiento, el ciclo celular se determinó mediante el equipo Muse Cell Analyzer. Los 
valores se presentan como porcentaje de las fases del ciclo celular (%). * (p<0,05) ** (p<0,01) y **** 




Además, se observó un aumento significativo de la fase G2/M en torno a 10-15% 
acompañado de un descenso de la fase G1 del 20% a las concentraciones más bajas, 
33,35 y 66,70 µM. 
Estos resultados hacen pensar que existe un efecto citotóxico que podría deberse a 
apoptosis, por ello el siguiente paso fue detectar la apoptosis mediante marcaje con 
Anexina-V como se hizo en las anteriores líneas celulares (MCF7 y JIMT-1). Las células 
se trataron con diferentes concentraciones de DAL511 (33,35-133,41 µM) durante 24 
horas. El porcentaje de apoptosis se cuantificó tanto a nivel basal como tras la adición 
de los tratamientos. 
Como se puede observar en la Figura 79 se produjo un incremento significativo de la 
apoptosis temprana de casi el 20% y del 6% en la apoptosis tardía con la concentración 
más alta probada, 133,41 µM. 
 
Figura 79. Determinación de apoptosis mediante Anexina-V en la línea de cáncer de mama TNBC MDA-
MB-231. Las células se trataron con diferentes concentraciones de DAL511 (33,35-133,41 µM) durante 24 
horas. Una vez finalizado el tratamiento, el ciclo celular se determinó mediante el equipo Muse Cell 
Analyzer. Los valores se presentan como porcentaje de apoptosis temprana y tardía (%). ** (p<0,01) y 





Una vez determinado que el efecto citotóxico se debe a una muerte por apoptosis 
se procedió a determinar el potencial de membrana mitocondrial ya que, como se ha 
comentado anteriormente, la mitocondria puede verse involucrada en los procesos 
apoptóticos además de influir en el bloqueo del ciclo celular. Para ello, como en los 
casos anteriores, se determinó el PMM por dos métodos diferentes, citometría de flujo 
y microscopía de fluorescencia. 
Como se observa en la Figura 80 el tratamiento con DAL511 produjo un incremento 
de casi el 5% a la concentración más baja probada, 33,35 µM, y llegando cerca del 30% 
a la concentración más alta probada, 133,41 µM según la citometría de flujo.  
 
 
Figura 80. Efecto de la mezcla DAL511 en el potencial de membrana mitocondrial en la línea de cáncer 
de mama TNBC MDA-MB-231. Las células se trataron con diferentes concentraciones de DAL511 (33,35-
133,41 µM) durante 24 horas. Una vez finalizado el tratamiento, el porcentaje de células despolarizadas 
se determinó mediante el equipo Muse Cell Analyzer. Los valores se presentan como porcentaje de células 
despolarizadas (%). *** (p<0,001) y **** (p<0,0001) indican diferencias estadísticamente significativas 




Según la microscopía de fluorescencia (Figura 81) se produjo un descenso del PMM 
de casi el 30% a la concentración más baja probada, 33,35 µM, y casi del 40% para la 
concentración más alta probada, 133,41 µM, de manera que ambas medidas coinciden 
en que se produce una despolarización de la membrana mitocondrial. 
 
   
 
 
Figura 81. Efecto de la mezcla DAL511 en el potencial de membrana mitocondrial en la línea de cáncer 
de mama TNBC MDA-MB-231. Las células se trataron con diferentes concentraciones de DAL511 (33,35-
133,41 µM) durante 24 horas. Una vez finalizado el tratamiento, el porcentaje de células despolarizadas 
se determinó mediante el equipo Cytation 3 Cell Imaging Multi-mode. Los valores se presentan como 
porcentaje del potencial de membrana mitocondrial (%). *** (p<0,001) y **** (p<0,0001) indican 




Por último, y al igual que con las líneas celulares anteriores, se determinó la 
capacidad de la mezcla DAL511 de aumentar la producción de ROS puesto que podría 
estar tener relación con el daño mitocondrial debido al carácter prooxidante que 
pueden presentar en ocasiones los polifenoles. 
Como se observa en la Figura 82 se produjo una respuesta dosis-dependiente con un 
incremento de cerca del 10% en la producción de ROS con la concentración más baja 





Figura 82. Efecto de la mezcla DAL511 en la producción de ROS en la línea de cáncer de mama TNBC 
MDA-MB-231. Las células se trataron con diferentes concentraciones de DAL511 (33,35-133,41 µM) 
durante 24 horas. Una vez finalizado el tratamiento se determinó la generación de ROS intracelular 
mediante la sonda H2DCF-DA y el equipo Cytation 3 Cell Imaging Multi-mode. Los valores se presentan 
como porcentaje de ROS (%). * (p<0,05), *** (p<0,001) y **** (p<0,0001) indican diferencias 




4.8.Mecanismo de acción de la mezcla DAL en un 
modelo de metástasis cerebral procedente de 
cáncer de mama de subtipo TNBC 
4.8.1.Determinación del efecto antiproliferativo 
En último lugar dentro del presente capítulo, se estudió el efecto antiproliferativo de 
la mezcla DAL511 en la línea celular MDA-MB-231-BR tras 24 horas de tratamiento. 
Esta líneas es una línea de metástasis cerebral originada a partir de la línea MDA-MB-
231 estudiada en la anterior sección. Así mismo, y de manera similar a anteriores 
secciones, se estudió también en una línea celular de tejido sano, en este caso la línea 
celular THV de astrocitos humanos. 
Los resultados muestran un efecto inhibitorio sobre la proliferación celular de la línea 
MDA-MB-231-BR cuando son tratadas con DAL511 y dicho efecto, aunque se puede 
apreciar también en la línea control THV, es más acusado en la línea tumoral (Figura 
83). 
La mezcla DAL511 presentó una IC50 de 63,37 ± 10,46 µM en la línea celular MDA-
MB-231-BR frente a la IC50 de 141,2 ± 13,15 µM en MCF10A por lo que su IT fue de 
2,23, considerándose por tanto de índice terapéutico estrecho (Tabla 13).  
.  
   IC50 (µM) IT 
MDA-MB-231-BR 63,37 ±10,46 2,23 
MCF10A 141,2 ± 13,15  






Tras observar el efecto antiproliferativo de la mezcla DAL511 se continuó estudiando 
el efecto de esta sobre las capacidades funcionales de las células tumorales, formar 
colonias, migrar e invadir. 
 
Figura 83. Efecto de la mezcla DAL511 en la línea de cáncer de mama TNBC metastásica de cerebro 
MDA-MB-231-BR y la línea control sana THV. Las células se trataron con diferentes concentraciones de 
DAL511 (33,35-133,41 µM) durante 24 horas. Una vez finalizado el tratamiento se determinó la 
viabilidad celular mediante el contaje de núcleos con la sonda Hoechst 33342. Los valores se presentan 
como porcentaje de viabilidad celular (%). * (p<0,05) ** (p<0,01), *** (p<0,001) y **** (p<0,0001) 




En cuanto a la capacidad clonogénica (Figura 84), determinada mediante el ensayo 
de formación de colonias, se observó una disminución de más del 80% en el número 
de colonias y de más del 90% en su tamaño a la concentración del DAL511 más alta 
probada, 133,42 µM.  
 
Figura 84. Efecto de la mezcla DAL511 sobre la capacidad clonogénica la línea de cáncer de mama TNBC 
metastásica de cerebro MDA-MB-231-BR. Las células se trataron con diferentes concentraciones de 
DAL511 (33,35-133,41 µM) durante 24 horas. Una vez finalizado el tratamiento, las células se incubaron 
con medio de cultivo completo durante 7 días y se determinó la capacidad de formación de colonias 
mediante el equipo Cytation 3 Cell Imaging Multi-mode. Los valores se presentan como porcentaje de 
formación de colonias (%) y como el diámetro medio de las colonias (µm). **** (p<0,0001) indica 
diferencias estadísticamente significativas respecto al control sin tratamiento (0 µM) (Verde-Diámetro, 





La capacidad migratoria (Figura 85), estudiada con el ensayo de wound healing o 
cierre de herida, presentó un efecto más pronunciado, y se analizaron solo las 
concentraciones 16,675 µM y 33,35 µM ya que concentraciones superiores 
provocaban el retraimiento del borde de la herida impidiendo su análisis, y se vio 
reducida en más un 20% a la concentración más baja ensayada, 16,675 µM, y en más 





Figura 85. Estudio del efecto de la mezcla DAL511 en la migración celular mediante el ensayo de wound 
healing la línea de cáncer de mama TNBC metastásica de cerebro MDA-MB-231-BR. Las células se trataron 
con diferentes concentraciones de DAL511 (16,675-33,35 µM) durante 24 horas. Durante el tratamiento 
se realizaron fotografías a diferentes tiempos mediante el equipo Cytation 3 Cell Imaging Multi-mode. Los 
valores se presentan como porcentaje de confluencia en la herida (%).**** (p<0,0001) indica diferencias 




En cuanto a la invasión (Figura 86), se estudió por el mismo método que la migración 
pero en presencia de matrigel recreando la matriz extracelular, y al igual que ocurrió 
con la migración, se analizaron solo las concentraciones 16,675 µM y 33,35 µM ya que 
concentraciones superiores provocaban el retraimiento del borde de la herida 
impidiendo su análisis. Se observó una reducción cercana al 30% a la concentración 
más baja ensayada, 16,675 µM, y de casi el 40% a la concentración más alta, 33,35 µM, 
tras 24 horas de tratamiento.  
 
 
Figura 86. Estudio del efecto de la mezcla DAL511 en la invasión celular mediante el ensayo de wound 
healing con matrigel la línea de cáncer de mama TNBC metastásica de cerebro MDA-MB-231-BR. Las 
células se trataron con diferentes concentraciones de DAL511 (16,675-33,35 µM) disueltas en matrigel 
durante 24 horas. Durante el tratamiento se realizaron fotografías a diferentes tiempos mediante el 
equipo Cytation 3 Cell Imaging Multi-mode. Los valores se presentan como porcentaje de confluencia en 
la herida (%).**** (p<0,0001) indica diferencias estadísticamente significativas respecto al control sin 




4.8.2.Determinación del mecanismo de muerte celular 
Una vez estudiado los efectos antiproliferativos y de inhibición para la capacidad de 
formación de colonias, de migración e invasión de la mezcla DAL511 en la línea celular 
MDA-MB-231-BR se procedió, de manera similar a lo hecho con las anteriores líneas 
celulares, a caracterizar dicho efecto antiproliferativo estudiando su mecanismo de 
acción. 
En primer lugar, se llevó a cabo el estudio del ciclo celular en células tratadas con la 
mezcla DAL511 a diferentes concentraciones (33,35-133,41 µM) durante 24h. Como 
se observa en la Figura 87 se produce un aumento significativo de la fase subG1 
llegando hasta un 15% a la concentración más alta probada, 133,41 µM. 
 
Figura 87. Efecto de la mezcla DAL511 sobre el ciclo celular la línea de cáncer de mama TNBC 
metastásica de cerebro MDA-MB-231-BR. Las células se trataron con diferentes concentraciones de 
DAL511 (33,35-133,41 µM) durante 24 horas. Una vez finalizado el tratamiento, el ciclo celular se 
determinó mediante el equipo Muse Cell Analyzer. Los valores se presentan como porcentaje de las fases 
del ciclo celular (%). *(p<0,05) ** (p<0,01) y *** (p<0,001) indican diferencias estadísticamente 




Estos resultados hacen pensar que existe un efecto citotóxico que podría deberse a 
apoptosis, por ello el siguiente paso fue detectar la apoptosis mediante marcaje con 
Anexina-V. Las células se trataron con diferentes concentraciones de DAL511 (33,35-
133,41 µM) durante 24 horas. El porcentaje de apoptosis se cuantificó tanto a nivel 
basal como tras la adición de los tratamientos. 
 Como se puede observar en la Figura 88 se produce un incremento significativo de 
la apoptosis temprana de un 15% y del 5% en la apoptosis tardía con la concentración 




Figura 88. Determinación de apoptosis mediante Anexina-V en la línea de cáncer de mama TNBC 
metastásica de cerebro MDA-MB-231-BR. Las células se trataron con diferentes concentraciones de 
DAL511 (33,35-133,41 µM) durante 24 horas. Una vez finalizado el tratamiento, el ciclo celular se 
determinó mediante el equipo Muse Cell Analyzer. Los valores se presentan como porcentaje de 
apoptosis temprana y tardía (%). ** (p<0,01) y **** (p<0,0001) indican diferencias estadísticamente 




Una vez determinado que el efecto citotóxico se debe a una muerte por apoptosis 
se procedió a determinar el potencial de membrana mitocondrial ya que la 
mitocondria puede verse involucrada en los procesos apoptóticos además de influir en 
el bloqueo del ciclo celular. Para ello, como en el resto de modelos previamente 
estudiados, se determinó el PMM por dos métodos diferentes, citometría de flujo y 
microscopía de fluorescencia. 
Como se observa en la Figura 89 el tratamiento con DAL511 produce un incremento 
de la despolarización de más del 5% a la concentración más baja probada, 33,35 µM, 
y llegando cerca del 30% a la concentración más alta probada, 133,41 µM según la 
citometría de flujo.  
 
 
Figura 89. Efecto de la mezcla DAL511 en el potencial de membrana mitocondrial en la línea de cáncer 
de mama TNBC metastásica de cerebro MDA-MB-231-BR. Las células se trataron con diferentes 
concentraciones de DAL511 (33,35-133,41 µM) durante 24 horas. Una vez finalizado el tratamiento, el 
porcentaje de células despolarizadas se determinó mediante el equipo Muse Cell Analyzer. Los valores se 
presentan como porcentaje de células despolarizadas (%). **** (p<0,0001) indica diferencias 




Según la microscopía de fluorescencia (Figura 90) se produce un descenso del PMM 
de casi el 50% a la más alta probada, 133,41 µM, de manera que ambas medidas 
coinciden en que se produce una despolarización de la membrana mitocondrial. 
 
   
 
 
Figura 90. Efecto de la mezcla DAL511 en el potencial de membrana mitocondrial en la línea de cáncer 
de mama TNBC metastásica de cerebro MDA-MB-231-BR. Las células se trataron con diferentes 
concentraciones de DAL511 (33,35-133,41 µM) durante 24 horas. Una vez finalizado el tratamiento, el 
porcentaje de células despolarizadas se determinó mediante el equipo Cytation 3 Cell Imaging Multi-
mode. Los valores se presentan como porcentaje del potencial de membrana mitocondrial (%). *** 
(p<0,001) y **** (p<0,0001) indican diferencias estadísticamente significativas respecto al control sin 




De manera similar a lo hecho con los anteriores modelos celulares, se pasó en último 
lugar a estudiar la capacidad de la mezcla DAL511 de modificar la presencia de ROS 
puesto que, como se ha explicado anteriormente, esto podría estar tener relación con 
el daño mitocondrial debido al carácter prooxidante que pueden presentar en 
ocasiones los polifenoles. 
Como se observa en la Figura 91 se produjo un incremento dosis-dependiente, 
observándose un aumento de cerca del 5% en la producción de ROS con la 
concentración más baja probada, 33,35 µM llegando hasta el 50% con la concentración 
más alta, 133,41 µM. 
 
Figura 91. Efecto de la mezcla DAL511 en la producción de ROS en la línea de cáncer de mama TNBC 
metastásica de cerebro MDA-MB-231-BR. Las células se trataron con diferentes concentraciones de 
DAL511 (33,35-133,41 µM) durante 24 horas. Una vez finalizado el tratamiento se determinó la 
generación de ROS intracelular mediante la sonda H2DCF-DA y el equipo Cytation 3 Cell Imaging Multi-
mode. Los valores se presentan como porcentaje de ROS (%). *** (p<0,001) indica diferencias 





























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Absorción intestinal in vitro y 
estudio del transporte a través 
de la barrera hematoencefálica 






En el presente capitulo se realizó un estudio sobre la absorción intestinal de los 
compuestos diosmetina, apigenina y luteolina en combinación (DAL511) ya que, en el 
caso de administrar por vía oral un tratamiento con dichos compuestos, sería 
necesario que sea absorbido a nivel intestinal para llegar a su sitio de acción, las células 
tumorales. Dicho estudio se llevó a cabo mediante el ensayo de absorción intestinal in 
vitro con monocapas de Caco-2, ampliamente validado147,150,151, y el cálculo de la 
permeabilidad aparente y el flujo de salida (Efflux ratio), el cual permite estimar el 
principal tipo de transporte, para cada compuesto. 
En cuanto al transporte a través de la barrera hematoencefálica, éste presenta una 
gran relevancia clínica en el tratamiento de cualquier enfermedad cerebral. Dicha 
barrera ejerce normalmente de protección para el cerebro, provocando grandes 
dificultades a la hora de elegir tratamientos, ya que la mayoría de fármacos no 
consiguen atravesarla. Por ello, con el objetivo de conocer el potencial para atravesar 
la BHE de las flavonas de la mezcla DAL511 se realizó una aproximación matemática a 
partir de los valores de permeabilidad aparente obteniendo el Pactive, un parámetro que 




4.9.Determinación de los valores de permeabilidad 
aparente (Papp) 
 Para determinar la concentración de los compuestos previamente identificados por 
HPLC en las muestras procedentes de la cámara apical (AP) y basolateral (BL) (Figura 
92) se emplearon las ecuaciones de regresión lineal incluidas en la Tabla 15, tal y como 
se describe en el apartado de Metodología, y dichos valores se emplearon para 
obtener los valores de permeabilidad aparente (Papp). En la Tabla 16 y la Figura 92 se 
muestran los valores para los tres compuestos de la mezcla DAL511 estudiada 
(diosmetina, luteolina y apigenina) y ambas direcciones analizadas, AP-BL y BL-AP, que 
muestran que los tres compuestos son absorbidos de manera moderada. Además, se 
calculó el Efflux ratio (Er) o flujo de salida, que permite conocer el posible tipo de 
transporte a partir de los valores de Papp y que muestran que los compuestos se 














Luteolina 8,3 0,098 0,391 0,391-25 y = 12,57x + 5,293 0,9977 
Apigenina 9,5 0,098 0,391 0,391-25 y = 15,493x + 18,671 0,9976 
Diosmetina 9,8 0,098 0,391 0,391-25 y = 17,139x + 10,399 0,9969 
Tabla 15. Parámetros analíticos de las curvas de calibración empleadas para la cuantificación de 
luteolina, apigenina y diosmetina. RT: tiempo de retención (del inglés retention time), LOD: límite de 



















































































Diosmetina Apigenina Luteolina 
1,8645±0,2 1,4293±0,6 0,7792±0,3 
Papp cm/s 10-6 ± SD 
Diosmetina Apigenina Luteolina 
AP BL BL AP AP BL BL AP AP BL BL AP 
2,4 ± 0,2 4,5 ± 0,1 4,1 ± 0,1 5,9 ± 0,2 1,8± 0,4 1,4± 0,2 
Tabla 16. Valores de Papp de los compuestos (cm/s) de la mezcla DAL511 en ambas direcciones estudiadas. 
Los valores representan la media (n=6) ± desviación estándar (SD). 
Tabla 17. Valores de Efflux ratio (Er) calculado a partir de las Papp (Papp APBL/Papp BLAP) Er<0,5 
Transporte activo entrada, 0,5>Er<2 Difusión pasiva Er>2 Eflujo 
Figura 94. Valores Efflux ratio (Papp BLAP / Papp APBL) 
 




4.10.Determinación de la absorción hematoencefálica 
derivada de la Papp 
Una vez determinados los valores de Papp y del Efflux ratio para cada uno de los 
compuestos de la mezcla DAL511 se comprobó que los datos eran válidos para aplicar 
la fórmula y calcular el Pactive como se ha descrito en el apartado de Metodología 
(Ecuación 8), es decir, que los valores de Er sean inferiores a 2, y se obtuvieron los 
datos que se muestran en la Tabla 18 y la Figura 94 siendo los tres compuestos buenos 










Pactive cm/s 10-6 ± SD 
Diosmetina Apigenina Luteolina 
1,05 ± 0,03 0,89 ± 0,02 -0,20 ± 0,07 
Tabla 18. Valores de Pactive para los compuestos de la mezcla DAL511 






























Aditividad, sinergia y 
antagonismo entre la capacidad 
antiproliferativa de diosmetina, 
apigenina y luteolina en 






En el presente capitulo se estudiaron los posibles efectos sinérgicos entre los tres 
compuestos de la mezcla DAL511, diosmetina, apigenina y luteolina en combinaciones 
dobles y triple para buscar ratios de combinación que permitan utilizar dosis inferiores 
de los compuestos y encontrar una mejor proporción de los compuestos que 
maximizara la acción de la mezcla. Los efectos sinérgicos son de relevancia 
farmacológica en los casos donde se busca disminuir los efectos adversos, ya que 
permiten utilizar dosis menores sin perder efectividad, como ocurre en los 
tratamientos oncológicos. 
4.11.Combinaciones dobles 
Dado que se han utilizado tres compuestos, existen tres combinaciones binarias 
posibles para el estudio de las posibles sinergias. Estas fueron utilizadas en diferentes 
proporciones o ratios seleccionadas con el objetivo de determinar los valores de IC50, 
para cada proporción y combinación, en las dos líneas celulares utilizadas (MCF7 y 
JIMT-1) y obtener los valores de CI mediante el software Compusyn. Una vez 
obtenidos, y junto con los valores para los compuestos puros, se utilizaron para 
construir los respectivos isobologramas (Figura 96) y determinar los valores de FICI. 
Como se observa en la Tabla 19 para la línea celular MCF7 la mayoría de ratios de las 
combinaciones Diosmetina-Apigenina (D-A) y Apigenina-Luteolina (A-L) presentan 
antagonismo excepto para las ratios 1:2 y 5:4 de la combinación D-A y 4:1 de la 
combinación A-L. Por el contrario, la combinación Diosmetina-Luteolina (D-L) presenta 
sinergia excepto la ratio 5:3 que presenta antagonismo según el CI y aditividad según 
el FICI. En cuanto a JIMT-1 (Tabla 20) tiene una tendencia similar predominando el 
antagonismo en D-A y A-L excepto por las ratios 3:2, 4:1 y 5:2, 5:3 y 6:1 mientras que 








CI FICI D A L 
107,30 38,45 64,79 
D-A 
1:1 36,47 36,47 
  
1,28 1,29 
1:2 <1 <1 <0,1 <0,1 
2:1 84,38 42,19 1,73 1,88 
3:1 141,20 47,07 2,21 2,54 
3:2 60,04 40,02 1,53 1,60 
4:1 208,91 52,23 2,76 3,31 
5:1 >500 >500 >10 >10 
5:2 68,53 27,41 1,21 1,35 
5:3 344,45 206,67 8,09 8,59 
5:4 <1 <1 <0,1 <0,1 




34,10 0,69 0,84 
1:2 20,68 41,36 0,72 0,83 
1:3 15,75 47,25 0,78 0,88 
1:4 14,88 59,53 0,95 1,06 
2:1 34,82 17,41 0,46 0,59 
2:3 27,37 41,06 0,75 0,89 
3:1 63,14 21,05 0,68 0,91 
3:2 56,17 37,45 0,87 1,10 
4:1 57,99 14,50 0,55 0,76 
5:1 93,45 18,69 0,82 1,16 
5:2 48,58 19,43 0,57 0,75 
5:3 87,63 52,58 1,28 1,63 
5:4 48,64 38,91 0,85 1,05 




50,27 50,27 2,20 2,08 
1:2 34,04 68,08 1,98 1,94 
1:3 28,04 84,13 2,04 2,03 
1:4 23,40 93,59 2,04 2,05 
2:1 37,97 18,98 1,39 1,28 
2:3 42,30 63,44 2,16 2,08 
3:1 64,34 21,45 2,20 2,00 
3:2 58,30 38,86 2,27 2,12 
4:1 0,92 0,23 0,03 0,03 
 
Tabla 19. Resultados de CI y FICI para las combinaciones dobles en la línea celular MCF7. En las columnas 
de concentración de IC50 se remarcan en verde los valores inferiores y en rojo los superiores a la IC50 del 
compuesto puro. En las columnas de CI y FICI se remarcan en verde los valores de sinergia, en amarillo los 







CI FICI Diosmetina Apigenina Luteolina 
129,40 91,33 86,35 
D-A 
1:1 115,36 115,36 
  
1,29 4,08 
1:2 123,40 246,81 2,31 7,57 
2:1 237,02 118,51 1,74 5,29 
3:1 214,60 71,53 1,30 3,86 
3:2 102,72 68,48 0,88 2,74 
4:1 <1 <1 <0,1 <0,1 
5:1 >500 >500 >10 >10 
5:2 72,10 28,84 0,47 1,42 
5:3 74,11 44,47 0,60 1,85 
5:4 110,23 88,18 1,06 3,32 




57,13 0,45 1,41 
1:2 39,72 79,44 0,48 1,60 
1:3 25,55 76,64 0,42 1,42 
1:4 34,71 138,85 0,72 2,47 
2:1 41,69 20,84 0,24 0,71 
2:3 90,48 135,72 0,91 2,94 
3:1 58,48 19,49 0,29 0,85 
3:2 129,70 86,47 0,83 2,54 
4:1 68,78 17,19 0,32 0,91 
5:1 >500 >500 >10 >10 
5:2 134,98 53,99 0,71 2,09 
5:3 226,01 135,61 1,39 4,20 
5:4 118,06 94,45 0,83 2,56 




421,65 421,65 5,03 17,47 
1:2 191,83 383,67 3,12 10,91 
1:3 24,26 72,79 0,50 1,75 
1:4 436,93 >500 >10 >10 
2:1 >500 >500 >10 >10 
2:3 >500 >500 >10 >10 
3:1 115,81 38,60 1,05 3,61 
3:2 93,64 62,43 0,98 3,40 




Tabla 20. Resultados de CI y FICI para las combinaciones dobles en la línea celular JIMT-1. En las 
columnas de concentración de IC50 se remarcan en verde los valores inferiores y en rojo los superiores a 
la IC50 del compuesto puro. En las columnas de CI y FICI se remarcan en verde los valores de sinergia, en 































































En este caso se utilizaron combinaciones triples en diferentes proporciones o 
ratios seleccionadas con el objetivo de determinar experimentalmente los valores 
de IC50 para cada proporción y combinación en cada una de las líneas celulares 
utilizadas. Una vez obtenidos dichos valores, y junto con los valores de las IC50 para 
los compuestos puros, se utilizaron para construir los correspondientes 
isobologramas de las mezclas triples (Figura 97 y Figura 98), y por tanto en 3D, así 
como para determinar los valores de FICI, tal y como se ha descrito anteriormente 
con el objetivo de evaluar cuantitativamente la sinergia o antagonismo (Tabla 21 y 
Tabla 22). Los valores de FICI indican el tipo de interacción que se establece entre 
dos compuestos, sinergia, aditividad o antagonismo 
Como se observa en la tabla para la línea celular MCF7 solo el ratio 6:4:1 muestra 
sinergia mientras que el resto de ratios muestran antagonismo, aunque teniendo en 
cuenta el FICI algunos se corresponden a aditividad, 2:1:1, 2:1:3, 2:2:1, 2:3:1, 3:1:2, 
3:1:3, 3:2:1, 4:1:1, 4:1:2 y 4:2:1. En cuanto a la línea celular JIMT-1 tiene una tendencia 
similar predominando el antagonismo pero sí que se observa sinergia en más ratios, 
solo si se tienen en cuenta el CI, 1:1:2, 2:3:1, 3:1:3, 3:3:1, 4:2:1, 5:1:2, 5:1:3, 5:1:4, 












CI FICI Diosmetina Apigenina Luteolina 
107,30 38,45 64,79 
D-A-L 
1:1:1 41,27 41,27 41,27 2,05 2,09 
2:1:1 59,79 29,90 29,90 1,66 1,80 
2:1:2 60,01 30,01 60,01 2,10 2,27 
2:1:3 42,93 21,47 64,40 1,81 1,95 
2:1:4 40,35 20,17 80,70 1,99 2,15 
2:2:1 31,67 31,67 15,84 1,34 1,36 
2:2:3 37,14 55,71 37,14 2,39 2,37 
1:1:2 30,50 30,50 61,00 1,95 2,02 
2:3:1 35,21 52,81 17,60 2,01 1,97 
2:3:2 60,53 90,80 60,53 1,17 3,86 
2:3:3 45,83 68,74 68,74 3,28 3,28 
2:4:1 >500 >500 251,71 >10 >10 
3:1:1 92,53 30,84 30,84 1,90 2,14 
3:1:2 67,72 22,57 45,15 1,71 1,92 
3:1:3 59,39 19,80 59,39 1,79 1,98 
3:2:1 53,92 35,95 17,97 1,63 1,71 
3:2:2 63,27 42,18 42,18 2,22 2,34 
3:2:3 66,86 44,58 66,86 2,67 2,81 
3:3:1 53,71 53,71 17,90 2,15 2,17 
3:3:2 63,27 63,27 42,18 2,84 2,89 
4:1:1 79,83 19,96 19,96 1,34 1,57 
4:1:2 76,61 19,15 38,31 1,57 1,80 
4:1:4 101,40 25,35 101,40 2,81 3,17 
4:2:1 49,44 24,72 12,36 1,19 1,29 
4:4:1 378,05 378,05 94,51 >10 >10 
5:1:1 154,18 30,84 30,84 2,26 2,71 
5:1:2 316,47 63,29 126,59 5,55 6,55 
5:1:3 101,57 20,31 60,94 2,07 2,42 
5:1:4 132,58 26,52 106,07 3,09 3,56 
5:2:1 276,84 110,74 55,37 5,68 6,31 
5:2:2 327,68 131,07 131,07 7,67 8,49 
5:2:3 176,93 70,77 106,16 4,65 5,13 
5:2:4 94,86 37,94 75,88 2,77 3,04 
5:3:1 >500 418,23 139,41 >10 >10 
5:3:2 438,95 263,37 175,58 >10 >10 
5:3:3 131,85 79,11 79,11 4,24 4,51 
5:4:1  >500 >500 >500 >10 >10 
5.4:2 >500 >500 >500 >10 >10 
5:4:4 215,74 172,59 172,59 8,82 9,16 
6:1:1 >500 103,84 103,84 8,22 >10 
6:2:1 130,15 43,38 21,69 2,35 2,68 
6:4:1 <1 <1 <1 <0,1 <0,1 
Tabla 21. Resultados de CI y FICI para las combinaciones triples en la línea celular MCF7. En las columnas 
de concentración de IC50 se remarcan en verde los valores inferiores y en rojo los superiores a la IC50 del 
compuesto solo. En las columnas de CI y FICI se remarcan en verde los valores de sinergia, en amarillo los 







CI FICI Diosmetina Apigenina Luteolina 
129,40 91,33 86,35 
D-A-L 
1:1:1 268,40 268,40 268,40 4,15 >10 
2:1:1 297,69 148,85 148,85 2,83 8,94 
2:1:2 191,48 95,74 191,48 2,24 7,23 
2:1:3 75,24 37,62 112,86 1,04 3,42 
2:1:4 84,00 42,00 168,01 1,34 4,47 
2:2:1 93,54 93,54 46,77 1,25 4,03 
2:2:3 110,46 110,46 165,69 1,95 6,46 
1:1:2 39,49 39,49 78,98 0,78 2,61 
2:3:1 39,09 58,63 19,54 0,67 2,19 
2:3:2 60,53 90,80 60,53 1,17 3,86 
2:3:3 64,17 96,26 96,26 1,38 4,59 
2:4:1 315,67 >500 157,84 6,60 >10 
3:1:1 305,75 101,92 101,92 2,30 7,07 
3:1:2 425,92 141,97 283,95 3,82 >10 
3:1:3 60,22 20,07 60,22 0,63 2,01 
3:2:1 110,85 73,90 36,95 1,11 3,53 
3:2:2 116,47 77,64 77,64 1,34 4,30 
3:2:3 106,49 70,99 106,49 1,38 4,48 
3:3:1 68,23 68,23 22,74 0,86 2,76 
3:3:2 103,64 103,64 69,09 1,45 4,73 
4:1:1 284,20 71,05 71,05 1,86 5,59 
4:1:2 >500 136,93 273,86 4,17 >10 
4:1:4 >500 318,11 1272,46 >10 >10 
4:2:1 73,83 36,91 18,46 0,62 1,93 
4:4:1 82,02 82,02 20,51 1,00 3,21 
5:1:1 223,09 44,62 44,62 1,32 3,93 
5:1:2 179,98 36,00 71,99 1,22 3,72 
5:1:3 103,80 20,76 62,28 0,80 2,47 
5:1:4 98,49 19,70 78,79 0,84 2,65 
5:2:1 91,26 36,50 18,25 0,68 2,08 
5:2:2 115,10 46,04 46,04 0,96 2,98 
5:2:3 95,53 38,21 57,32 0,88 2,77 
5:2:4 139,01 55,60 111,21 1,40 4,46 
5:3:1 105,50 63,30 21,10 0,95 2,96 
5:3:2 264,00 158,40 105,60 2,60 8,21 
5:3:3 282,01 131,56 230,93 1,51 9,61 
5:4:1 164,56 131,65 32,91 1,73 5,47 
5:4:2 309,21 247,37 123,68 3,51 >10 
5:4:4 461,41 369,13 369,13 6,04 >10 
6:1:1 >500 >500 >500 >10 >10 
6:2:1 121,38 40,46 20,23 0,83 2,50 
6:4:1 138,13 92,09 23,02 1,29 4,04 
Tabla 22. Resultados de CI y FICI para las combinaciones triples en la línea celular JIMT-1. En las 
columnas de concentración de IC50 se remarcan en verde los valores inferiores y en rojo los superiores a 
la IC50 del compuesto solo. En las columnas de CI y FICI se remarcan en verde los valores de sinergia, en 































































































































5.1.Optimización de la capacidad antioxidante y 
antiproliferativa de un extracto de hoja de olivo 
Los resultados obtenidos tanto para el contenido fenólico, como para la capacidad 
antioxidante y la capacidad antiproliferativa en los diferentes extractos de hoja de 
olivo fueron inferiores a lo esperado teniendo en cuenta el valor de IC50 del extracto 
de origen, 7 µg/mL132. 
Con posterioridad a la realización de estos ensayos, el grupo colaborador de la 
Universidad de Granada, grupo de procedencia de los extractos, realizó un análisis 
cualitativo y cuantitativo de la composición de los diferentes extractos (Tabla 9)149. Con 
estos resultados se realizó el análisis estadístico mediante un modelo lineal 
generalizado para determinar los posibles candidatos de la actividad tanto 
antioxidante como antiproliferativa, en el caso de la actividad antiproliferativa en 
JIMT-1 se estimó que los compuestos que potencialmente contribuirían más son el 
acetoxipinorresinol y el ácido ursólico, y en el caso de la actividad antioxidante se 
estimó que los compuestos que potencialmente tendrían mayor contribución en son 
la vainillina y la oleuropeina isómero 1.  
Los resultados obtenidos de dicha caracterización explican los bajos resultados de 
capacidad antiproliferativa obtenidos para los diferentes extractos de hoja de olivo si 
se consideran a la diosmetina, la apigenina y la luteolina como responsables de la 
misma en el extracto de origen, teniendo en cuenta los resultados previos del grupo, 
ya que al ser muy baja o nula su concentración el efecto observado es ejercido por 
compuestos con menor potencial antiproliferativo, el acetoxipinorresinol y el ácido 





Es posible que para obtener mejores resultados sea necesario realizar un proceso de 
extracción orientado a aumentar el contenido en estos compuestos, por ejemplo, 
valiéndose de su carácter apolar se podría separar el extracto en fracciones según su 
polaridad para aumentar la concentración de estas flavonas. 
Pese a que, al no existir réplicas de los diferentes extractos, no se posee la potencia 
estadística necesaria para identificar estadísticamente las mejores condiciones, sin 
embargo, sí que se observa una tendencia en el efecto de la estacionalidad de la 
recogida de la hoja. Las mejores condiciones por orden otoño, verano, primavera e 
invierno.  
Estos resultados se explican si tenemos en cuenta el ciclo bienal del olivo y lo 
relacionamos con el aumento progresivo del contenido fenólico. Como se observa en 
la Figura 22 los meses de invierno son los menos activos, metabólicamente hablando, 
en la planta y la actividad del ciclo vegetativo y reproductor va aumentando con el 
paso de los meses hasta que llega al máximo de actividad en los meses de otoño. 
Además, como defensa frente a la radiación UV sufrida durante el verano, meses de 
mayor insolación, se van acumulando compuestos fenólicos lo que contribuiría al 
mayor contenido fenólico en el otoño.   
Puesto que no se obtuvieron resultados favorables en la optimización de los 
extractos y su composición no fue reproducible con el extracto de origen se decidió 
continuar el presente trabajo con la combinación de flavonas responsables de la 
actividad antiproliferativa, diosmetina, apigenina y luteolina, en el ratio de proporción 




5.2.La mezcla de flavonas DAL511 presenta un efecto 
antiproliferativo en modelos celulares de cáncer de 
mama 
Para determinar la capacidad antiproliferativa de la mezcla DAL511 en los modelos 
celulares de cáncer de mama se determinó en primer lugar la viabilidad celular 
mediante el contaje de núcleos con marcaje fluorescente del ADN y en paralelo en los 
modelos celulares MCF10A y THV como modelo de tejido sano para determinar el 
índice terapéutico.  
Los resultados mostraron un efecto antiproliferativo provocado por el tratamiento 
con DAL511 en todos los modelos celulares de cáncer de mama utilizados, siendo este 
efecto más pronunciado si se compara con el efecto de la mezcla en un modelo celular 
de tejido no tumoral, MCF10A en el caso de los tumores primarios y THV en el caso de 
los tumores secundarios, por lo que se puede considerar un tratamiento con 
especificidad para las células tumorales.  
La excepción es la línea celular JIMT-1, en donde el índice terapéutico no es seguro, 
es decir, que los efectos secundarios o sobre el tejido sano son demasiado altos, la 
mezcla presentó índices terapéuticos estrechos, lo que dentro de los tratamientos 
antitumorales es común ya que se buscan efectos citostáticos y citotóxicos que 
normalmente no afectan solo a los tumores sino también al resto de tejidos y por ello 







Estos resultados plantean el uso de DAL511 como posible tratamiento para el cáncer 
de mama en sus diferentes variantes, bien solo o en combinación con fármacos 
actuales, ya que los compuestos por separado o formando parte de un extracto vegetal 
han demostrado efectos similares como la apigenina en líneas celulares de cáncer de 
ovario (OVCAR-3) con una IC50 de 75 µM154, colon (HT-29) con una IC50 de 30 µM155 o 
mama (MDA-MB-231) con una IC50 de 40 µM156, la luteolina en líneas celulares de 
cáncer de colon (HT-29) con una IC50 de 90 µM157, próstata (PC-3) con una IC50 de 25 
µM158 o mama (AU565) con una IC50 de 40 µM159,160 y la diosmetina en líneas celulares 
de cáncer de hígado (HepG2) con una IC50 de 20 µg/ml161, leucemia mieloide aguda 
(K562) con una IC50 de 7 µM162 o cáncer de mama (MDA-MB-231) con una IC50 de 25 
µM163. También existen ejemplos de su efecto en combinación con fármacos de uso en 
clínica como la doxorubicina en líneas celulares de hepatocarcinoma164 o el 5-
fluorouracilo en líneas celulares de cáncer de colon165. El uso combinado de fármacos 
permite obtener mejores resultados con dosis más bajas y, por tanto, con menores 
efectos adversos, que en el caso de los tratamientos oncológicos suelen ser frecuentes.  
En el caso de los tumores HER2+ donde el IT es no seguro, habría que considerar su 
uso con fórmulas vehiculizadas para dirigir el tratamiento al tejido tumoral 
únicamente.  
Sobre estas estrategias existen numerosos estudios que se basan en el uso de 
nanoformulaciones166 con nanoliposomas167-172 o nanoparticulas173-176 por ejemplo, y 
que incluso incluyen estrategias para aumentar su especificidad mediante su 
conjugación con anticuerpos frente a HER2177,178 que han sido puestas a punto por el 






El proceso de metástasis, como se ha explicado con anterioridad, es un proceso 
complejo y los estudios en modelos celulares presentan importantes limitaciones 
comparados con los ensayos in vivo, por ello, en estos modelos se estudian varios 
parámetros o capacidades de las células tumorales relacionadas con la capacidad 
metastásica. Estos parámetros incluyen la capacidad para la migración, invasión y 
supervivencia en la formación de tumores secundarios. Al mismo tiempo, los modelos 
celulares permiten ensayar un número mayor de compuestos, mezclas y condiciones 
necesarias para el desarrollo de un antitumoral. 
En el presente trabajo, todas las líneas celulares utilizadas presentaron relevantes 
índices de cada uno de estos parámetros, que son inhibidos en mayor o menor medida, 
y dependiendo de la línea celular, por la mezcla DAL.  
Como modelo de aproximación al estudio de la supervivencia en la formación de 
tumores secundarios, en este trabajo se estudió el efecto de la mezcla DAL511 sobre 
la capacidad de formación de colonias, el cual es uno de los métodos más comúnmente 
empleados para determinar esta supervivencia en modelos celulares. Este ensayo 
consiste en analizar la supervivencia celular a partir de la capacidad que tiene la célula 
de regenerarse tras haber sido expuesta a un agente tóxico, de manera que el 
comportamiento de las células in vitro nos permite estimar la posible respuesta a nivel 
in vivo179-181.Los resultados obtenidos mostraron que la mezcla DAL511 produce una 
inhibición tanto en el número de colonias formadas como en el diámetro de las mismas 
en todos los modelos celulares de cáncer de mama utilizados, poniendo de manifiesto 
una reducción de la capacidad de supervivencia y, consecuentemente, del potencial 






Por otro lado, pero relacionado también con la capacidad de supervivencia de las 
células tumorales, la migración y la invasión son características imprescindibles que 
poseen estas células para desarrollar metástasis. En la presente tesis doctoral se ha 
empleado el ensayo de herida o wound healing para estudiar ambas capacidades.  
Este ensayo ha sido ampliamente validado como modelo para evaluar el efecto de 
los fármacos sobre estas características182 y permite un seguimiento temporal de 
ambos procesos. 
Los resultados mostraron una inhibición tanto de la migración como de la invasión 
(Figura 99) en todas las líneas celulares de cáncer de mama utilizadas, llegando a 
inhibirlas casi por completo en la línea celular de cáncer de mama luminal MCF7 ya 
que de por sí este subtipo de cáncer no posee elevadas capacidades migratorias e 
invasivas. 
Al igual que con la capacidad antiproliferativa existen estudios previos donde ya se 
observaron estos efectos de los compuestos por separado o formando parte de un 
extracto vegetal por ejemplo de la apigenina inhibiendo en un 80% la capacidad de 
formar colonias en cáncer de mama (MDA-MB-231) a 10 µM183, de la apigenina y la 
luteolina inhibiendo la capacidad de invasión en un 25% y 30% respectivamente en 
cáncer de ovario (OVCAR-3)154, de la luteolina inhibiendo la capacidad de migración e 
invasión entorno al 70% para ambos casos en cáncer de colon (SW480)157 y de la 
diosmetina inhibiendo un 40% de la invasión en hepatocarcinoma (SK-HEP-1) a 40 
µg/mL184. En todos los casos, los resultados vienen a confirmar lo encontrado en esta 
tesis doctoral, rondando porcentajes de inhibición similares en todos los casos, si bien, 











5.3. La mezcla de flavonas DAL511 tiene efectos 
citotóxicos y/o citostáticos en todos los modelos 
celulares utilizados. 
En el presente trabajo se ha determinado cual es el mecanismo de muerte por el cual 
la mezcla DAL511 ejerce un efecto antiproliferativo sobre los diferentes modelos 
celulares de cáncer de mama y se llevó a cabo estudiando el efecto sobre las fases del 
ciclo celular, la apoptosis, el potencial de membrana y la generación de ROS. 
Los resultados para el ciclo celular mostraron para todas las líneas celulares efectos 
citostáticos leves y un efecto citotóxico con un aumento significativo en la fase subG1 
que sugiere apoptosis, excepto para la línea celular de cáncer de mama HER2+, JIMT-
1, donde se observó que la acción predominante era un claro efecto citostático con 
bloqueo en las fases G2/M acompañada de un efecto citotóxico con aumento leve de 
la fase subG1. 
Diversos autores han demostrado previamente el carácter citostático de estos 
compuestos por separado, por ejemplo la apigenina provoca bloqueo del ciclo celular 
en la fase S a 20 µM en líneas celulares de cáncer de ovario (OCVAR-3 y SKOV-3)154 o 
un bloqueo en la fase G2/M a 40 µM mama(MDA-MB-231)156, la luteolina provoca un 
bloqueo de la fase G1 en una línea celular de cáncer de próstata (PC-3) a 20 µM185 o 
bloqueo en la fase S a 10 µM en mama (MDA-MB-231)186, o la diosmetina provoca 
bloqueo en la fase S en cáncer de próstata (PC-3) a 20 µM187 o un bloqueo en la fase 
G1 a 50 µM en mama (MDA-MB-231)163. En todos los casos, el rango de 






Los resultados de la Anexina-V confirman el efecto citotóxico por apoptosis como 
mecanismo de muerte principal en las líneas de cáncer de mama en luminal MCF7 y 
triple negativo MDA-MB-231 y MDA-MB-231-BR con resultados positivos para la 
población Anexina-V/7-AAD +/- (apoptosis temprana) y Anexina-V/7-AAD +/+ 
(apoptosis tardía) a las 24 horas, excepto en el caso de MCF7 donde la población 
Anexina-V/7-AAD +/- solo se observa en las primeras horas de tratamiento.  
En el caso de la línea celular de cáncer de mama HER2+ JIMT-1 se observa un 
aumento leve en ambas poblaciones correspondiente a una citotoxicidad como 
mecanismo de muerte celular ya que el mayor efecto es citostático.  
También existen resultados previos donde estos compuestos por separado 
mostraron inducir la apoptosis en diferentes modelos tumorales, por ejemplo la 
apigenina en líneas celulares de colon (HT-29) a 15 µM155, de leucemia mieloide aguda 
(K562) a 140 µM188, de ovario (OCVAR-3 y SKOV-3) a 20 µM154 o de mama (MDA-MB-
453, BT-474 y SKBr-3) en un rango de 10-20 µM183,189, de luteolina en líneas celulares 
de glioblastoma (U87 y U-251 MG) a 40 µM190, hígado (SK-HEP-1, Huh y Hep3B) en un 
rango de 20-40 µM191,192 o mama (MDA-MB-231) a 10 µM186 y diosmetina en una línea 
celular de cáncer de hígado (HepG2) a 10 µM193,194, leucemia mieloide aguda (HL-60) a 
50 µM162,195 o mama (MDA-MB-231) a 10 µM163. De nuevo, el rango de concentraciones 
es similar a los manejados en el presente trabajo. 
Para estudiar el efecto de la mezcla DAL511 sobre la mitocondria, se estudió el 
potencial de membrana midiendo el número de células con despolarización 
mitocondrial por citometría de flujo y por microscopía de fluorescencia. La mitocondria 
está altamente relacionada con los procesos apoptóticos ya que la vía intrínseca de 
activación de la apoptosis, también conocida como vía mitocondrial, implica proteínas 
localizadas en la mitocondria como Bcl-2, Bak o el citocromo C y cursa con la 




Además, se estudió también la generación de ROS con la sonda fluorescente H2DCF-
DA ya que un aumento de ROS podría ser la causa del daño mitocondrial y por tanto 
del efecto citotóxico, así como bien podría ser una consecuencia de la disfunción 
mitocondrial ocasionada por la apoptosis. 
Los resultados mostraron que para ambos ensayos la mezcla DAL511 provoca un 
aumento de la población celular con despolarización mitocondrial en las líneas 
celulares de cáncer de mama utilizadas, así como un aumento en la generación de ROS 
en las líneas de cáncer de mama luminal MCF7 y de cáncer de mama TNBC MDA-MB-
23 y MDA-MB-231-BR mientras que en la línea de cáncer de mama HER2+ JIMT-1 no 
se observa, relacionándose así el aumento de ROS con el efecto citotóxico ya que es 
en esta línea donde predomina el efecto citostático frente al citotóxico. 
Como con el resto de resultados los compuestos por separado ya habían mostrado 
comportamientos similares , por ejemplo la apigenina en líneas celulares de cáncer de 
ovario (SKOV-3) a 10 µM196 o melanoma (A375) a 30 µg/mL197, la luteolina en líneas de 
cáncer de la vías biliares (KKU-100) a 25 µM198 o la diosmetina en líneas de cáncer de 
pulmón (A549) a 5 µM199 o mama (MDA-MB-231) a 10 µM163. Al igual que en ocasiones 
anteriores, el rango de concentraciones es similar a los manejados en el presente 
trabajo. 
Si se comparan los resultados publicados anteriormente en la bibliografía con los 
obtenidos para la mezcla, se observa como la combinación consigue que las 
concentraciones de los compuestos sean inferiores a las enumeradas en la bibliografía 
mejorando su efectividad al utilizarse en combinación. 
Estos resultados sugieren que la mezcla DAL511 induce la apoptosis por su vía 
intrínseca o mitocondrial, aunque para corroborar esta hipótesis sería necesario 
estudiar el efecto de DAL511 sobre la expresión de las proteínas relacionadas con esta 




Además se observa un efecto diferencial entre los diferentes modelos celulares 
utilizados lo que sugiere que los compuestos están actuando sobre diversas dianas 
moleculares ya que en cada subtipo molecular están desregulados diferentes 
mecanismos y rutas de señalización. Algunas de esas dianas podrían ser por ejemplo 
las rutas de señalización de MAPK200 y PI3K155 o algunos complejos ciclina-CDK201 sobre 
las que ya se conoce el efecto de la diosmetina, la apigenina y la luteolina por separado. 
5.4.Absorción intestinal y paso a través de la BHE  
El modelo celular Caco-2 ha sido ampliamente utilizado para estudiar la absorción 
intestinal de compuestos bioactivos151,202-204. Este ensayo permite obtener los valores 
de permeabilidad aparente de los compuestos a estudio, permitiendo conocer el grado 
de absorción así como el posible mecanismo de transporte de los compuestos.  
Los compuestos que poseen una elevada permeabilidad presentan valores de 
permeabilidad superiores a 1x10-5 cm/s, aquellos que tienen una permeabilidad 
moderada presentan valores entre 1x10-5 y 1x10-6 cm/s, mientras que los compuestos 
que presentan una baja absorción presentan valores inferiores 1x10-7 cm/s147,205. Los 
resultados en este trabajo muestran que los tres compuestos en combinación son 
absorbidos en mayor o menor medida de manera moderada, siendo el que presenta 
mejor absorción la apigenina, seguido de la diosmetina y por último la luteolina.  
En cuanto al tipo de transporte principal, los tres entran dentro del rango de Er para 
difusión pasiva, pero con ciertos matices. Por un lado, los valores obtenidos para la 
diosmetina y la apigenina están más cercanos a 2, valores que indicarían la posibilidad 
de que exista algún mecanismo de eflujo. Por otro lado, el valor de Er para la luteolina 
está más cercano a 0,5, pudiendo indicar un posible transporte activo en menor 




Existen estudios previos donde se evaluó la permeabilidad en modelos celulares 
Caco-2 de los compuestos por separado y los valores de Papp son similares, aunque un 
poco superiores a los calculados en este trabajo donde se ha estudiado la absorción de 
los tres compuestos en combinación para observar posibles interacciones entre ellos 
150,206.  
El hecho de que los valores de permeabilidad de los compuestos sean inferiores 
cuando son administrados conjuntamente puede deberse a distintos factores. Estos 
factores incluyen que exista un efecto en el balance de concentraciones entre ellos 
que afecte su absorción, así como a que empeore su solubilidad, ya que cuando se ha 
calculado la permeabilidad para estos compuestos utilizando extractos complejos que 
los contienen en algunos casos se han obtenido resultados inferiores a los obtenidos 
con los compuestos en solitario204. También puede deberse a que afecte al cálculo de 
permeabilidades el hecho de que la diosmetina puede ser metabolizada en luteolina 
por el citocromo p450 presente en las células de la monocapa Caco-2207-210 variando 
las concentraciones de cada compuesto determinadas. 
Por otro lado, es posible que la permeabilidad moderada de estos compuestos se 
deba a su baja solubilidad dado su carácter apolar, por ello algunas estrategias que 
producirían un aumento de la permeabilidad de los compuestos son el uso de 
formulaciones que mejoren su solubilidad como la encapsulación en liposomas211 . Por 
otro lado, dado que los valores de Er son muy cercanos al límite de secreción activa, 
tanto para la apigenina como para la diosmetina, otra estrategia para mejorar su 
permeabilidad sería el uso de inhibidores de las bombas de eflujo206,212. 
Como se ha mencionado en el apartado de la introducción, existe una buena 
correlación entre los valores de Pactive , derivados de la Papp obtenida en el modelo Caco-
2, con los valores de permeabilidad in situ hematoencefálica (logPS), siempre que los 




Por tanto, los compuestos que presenten valores de Pactive <5x10-6 cm/s se 
considerarán buenos candidatos para atravesar la barrera hematoencefálica213.  
En cuanto a los datos obtenidos para la permeabilidad hematoencefálica, los 
resultados mostraron que los tres compuestos tienen potencial para ser candidatos 
para cruzar la BHE con valores inferiores a 5 x10-6 cm/s.  
Existen estudios in vivo donde tras el tratamiento, con los compuestos puros o con 
formulaciones o extractos que los contenían, se ha podido detectar, en tejido cerebral 
de rata, apigenina y metabolitos de diosmetina tras el tratamiento con una 
formulación a base de compuestos fenólicos214, apigenina a 0,82 μg/g en tejido 
cerebral de rata tras el tratamiento con el compuesto conjugado con L-lisina y luteolina 
a 800 ng/mL en sangre y tejido cerebral tras 4 semanas de tratamiento con el 
compuesto puro por vía oral215.  
Dada la relevancia de las metástasis cerebrales, el hecho de que estos compuestos 
tengan una buena absorción a través de la BHE abre la puerta a futuros estudios in vivo 
que permitan valorar si la acción que presentan in vitro en el presente trabajo es 
también observable en modelos animales de metástasis cerebral.  
Además, es necesario realizar ensayos in vivo para confirmar la absorción de estos 
compuestos tanto a nivel intestinal como de la BHE, ya que de esta manera se 
confirmarían los resultados in vitro y además se podría estudiar cómo es metabolizada 
la mezcla DAL511 a nivel intestinal y hepático, pudiendo estudiar el paso de la BHE por 
los diferentes metabolitos que se puedan producir tras las transformaciones de las 
enzimas de fase I y II, ya que estas transformaciones podrían afectar a su actividad 




5.5.Aditividad, sinergia y antagonismo en la capacidad 
antiproliferativa de mezclas con diosmetina, 
apigenina y luteolina 
El estudio de la sinergia como aproximación farmacológica es de gran relevancia 
dentro del campo de desarrollo de nuevos tratamientos más eficaces. La sinergia entre 
compuestos permite reducir la dosis a administrar sin rebajar los efectos y 
disminuyendo por tanto los posibles efectos secundarios. Algunos ejemplos de ello son 
la sinergia observada entre los compuestos de un extracto de Cistus salviifolius en su 
actividad antimicrobiana121 o el efecto sinérgico entre los compuestos de un extracto 
de Hibiscus sabdariffa en su efecto inhibitorio de la acumulación de triglicéridos en 
adipocitos216. 
Existen diferentes métodos para evaluar la presencia de sinergia entre compuestos 
y en este trabajo se han utilizado dos aproximaciones diferentes, una clásica como es 
el cálculo del FICI y la representación de isobologramas, y otra más actual con el 
software específico Compusyn. Hay que mencionar que los métodos del cálculo de FICI 
y la representación de isobologramas son métodos tradicionales y simplificados frente 
al software Compusyn que es un programa especializado en la búsqueda de efectos 
sinérgicos entre compuestos. Este software realiza el cálculo del tipo de interacción de 
forma más específica y precisa puesto que es un programa especialmente diseñado 
con este fin con una aproximación matemática más completa y adecuada, por lo que 
se explican las diferencias ente los resultados de aditividad e incluso antagonismo 





En este trabajo, el método de los isobologramas para las combinaciones dobles no 
ha proporcionado unos gráficos suficientemente detallados que permitan la trazada 
de curvas debido al carácter dependiente de la ratio de las interacciones, por lo que 
no ha resultado útil en este caso, si bien se puede comprobar que las tendencias 
observadas con los métodos matemáticos (cálculo de FICI y software Compusyn) se 
confirman también en los gráficos.  
Pese a estas discrepancias entre los diferentes métodos, que se ven justificadas por 
las diferencias inherentes a los mismos, los resultados obtenidos son concordantes y 
comparables entre sí de forma mayoritaria y permiten confirmar la validez de estos. 
Los resultados muestran que en ambas líneas celulares utilizadas, MCF7 y JIMT-1, la 
interacción es dependiente de la ratio, dándose tanto sinergia como antagonismo. Esto 
puede deberse a que el efecto antiproliferativo se produzca por la acción sobre 
diferentes dianas que actúan en combinación, lo que explicaría los efectos sinérgicos, 
y que según el ratio de activación que presenten, puedan anularse entre sí mediante 
sistemas de regulación de retroalimentación positiva, explicando así los efectos 
antagónicos. La existencia de fenómenos de competición por una misma diana 
molecular también explicaría estos resultados. 
En el caso de la combinación triple, se observa una tendencia mayoritaria de 
antagonismo, pero si se observan las concentraciones de IC50 se ve una reducción de 
las concentraciones que aporta cada compuesto en muchos casos. El hecho de que, 
pese a esta reducción, el software Compusyn y el valor de FICI den como resultado 
antagonismo puede deberse a que, las concentraciones de IC50 son muy altas puesto 
que se suman las concentraciones aportadas por tres compuestos, y aunque son 
menores que la suma de los compuestos por separado la disminución no es suficiente 




Además, los fenómenos de retroalimentación y/o competición nombrados en el 
anterior párrafo para las mezclas binarias, también pueden explicar estos resultados 
para las mezcla triple. 
En el caso de la ratio 5:1:1, de interés por ser el presente en el extracto de hoja de 
olivo de origen, se observa una reducción de la concentración de apigenina y luteolina, 
pero un leve aumento en la concentración de diosmetina, pero al ser este el 
compuesto mayoritario fuerza el resultado de antagonismo. Para futuros estudios con 
dichos compuestos sería conveniente seleccionar las ratios que presentaron sinergia, 
6:4:1 siendo el único en el caso de la línea celular MCF7, o 4:2:1 y 3:1:3 siendo los 
mejores ratios con sinergia para la línea celular JIMT-1.  
Existen numerosos estudios que demuestran el efecto sinérgico entre polifenoles, 
algunos de ellos, recogidos en el trabajo de revisión sobre sinergia, compuestos 
naturales y cáncer realizada por nuestro grupo y en el que se ha participado como 
coautora94.   
Por ejemplo, una combinación de varios extractos vegetales mostró sinergia en su 
actividad protectora de la mucosa gastrica128, la combinación de apigenina con 
curcumina en su actividad antiproliferativa en modelos celulares de pulmón137 o con 
hidroxigenkwanina en su actividad antiproliferativa en modelos celulares de glioma138.  
Entre los compuestos estudiados en este trabajo existe un trabajo publicado sobre 
la combinación de luteolina y diosmetina en su actividad antiproliferativa en un 
modelo celular de cáncer de hígado donde se estudió mediante el método de la 
representación gráfica del isobolograma la sinergia entre ambos compuestos a una 
ratio de 1:1 dando como resultado un efecto sinérgico210. Pese a que se ha demostrado 
el carácter dependiente de la ratio de estas combinaciones y las diferencias entre 
modelos celulares para la ratio 1:1 también se han obtenido resultados sinérgicos en 




También existen numerosos estudios que demuestran la sinergia de los polifenoles 
con otros fármacos , por ejemplo la diosmetina mostró sinergia con la eritromicina en 
el tratamiento de Staphylococcus aureus multirresistente a antibióticos217, la 
curcumina218 o los polifenoles del té219 en combinación con inhibidores de la 
deacetilasa de histonas aumentan su capacidad antitumoral. Existen diversos estudios 
también que evidencian la sinergia entre polifenoles y fármacos antitumorales de uso 
en clínica actualmente, por ejemplo la apigenina en combinación con 
doxorubicina139,164, paclitaxel196 o 5-fluoroacilo165, la luteolina con cisplatino220 o 
doxorubicina176 o las catequinas del té con la terapia antihormonal antiestrogénica221. 
Todos estos resultados abren la puerta a futuros estudios en los que estos 
compuestos, solos o en combinación, sean probados en estudios combinados con los 
principales fármacos antitumorales usados en cáncer de mama. Además, como se han 
enumerado en la introducción, estos compuestos actúan sobre dianas específicas 
usadas en la terapia dirigida por lo que se reitera la hipótesis de que son buenos 
candidatos para utilizar en combinación con dichas terapias. 
Finalmente se concluyó que la obtención de un extracto vegetal enriquecido no es la 
vía más adecuada para obtener un fármaco destinado a la terapia antitumoral, debido 
a la complejidad de obtener la cantidad suficiente de una mezcla con una composición 
estable y reproducible. Por esto, es una mejor opción el uso de combinaciones de 
compuestos puros basándose en las proporciones presentes en extractos con una 
buena actividad antiproliferativa o bien en estudios de sinergia.  
En el presente trabajo se seleccionó primero la proporción presente en el extracto 
de origen (diosmetina, apigenina y luteolina, 5:1:1) y una vez determinado el efecto de 
la mezcla DAL511se realizó el estudio sinérgico buscando otras proporciones que 




La mezcla DAL511 ha demostrado tener potencial para su uso como agente 
citotóxico/citostático en los principales tipos de cáncer de mama en combinación con 
otros fármacos antitumorales y que, además, teóricamente estos compuestos 
tendrían la capacidad de atravesar la barrera hematoencefálica permitiendo el 
tratamiento de las metástasis cerebrales, incurables en la actualidad. 
Para continuar con el desarrollo de la mezcla triple, y teniendo en cuenta que los 
resultados de sinergia han arrojado que existen otras combinaciones mejores, se 
debería plantear estudiar la actividad de la combinación en las mejores ratios 
obtenidas como primera aproximación. 
Posteriormente, sería recomendable realizar ensayos en modelos animales para 
determinar la toxicidad oral aguda, puesto que la vía de administración recomendable 
sería la oral al haber demostrado la mezcla la capacidad de ser absorbida a nivel 
intestinal. La formulación para administrar oralmente sería la misma que para los 
tratamiento celulares salvo por el DMSO, quedando el vehículo como 
PBS:PEG400:Tween80 (50:40:10) al igual que se utilizó en un estudio con extracto de 
romero realizado en el grupo de investigación en el que se ha realizado la tesis146. 
Después serían necesarios ensayos en modelos animales con xenotrasplantes para 
corroborar los efectos observados en los ensayos celulares y estudiar las posibles 




























1. El método de obtención del extracto de hoja de olivo no presenta una 
reproducibilidad suficientemente consistente en cuanto a su composición y, por 
tanto, en su actividad biológica. Por ello es recomendable trabajar con 
combinaciones o mezclas de los compuestos puros responsables de su actividad 
biológica, diosmetina, apigenina y luteolina. 
2. La principal causa de inhibición de la proliferación de la mezcla de flavonas DAL511 
en los modelos celulares de cáncer de mama luminal (MCF7), TNBC (MDA-MB-231) 
y TNBC metastásico de cerebro (MDA-MB-231-BR) es la muerte celular por 
apoptosis (efecto citotóxico) con despolarización de la membrana mitocondrial y 
aumento de la generación de ROS, observándose también un efecto de bloqueo 
sobre el ciclo celular en la fase S (efecto citostático). Además, la mezcla DAL511 
posee un índice terapéutico estrecho para los tres modelos.  
3. En el modelo celular de cáncer de mama HER2+ (JIMT-1), la principal causa de 
inhibición de la proliferación por parte de la mezcla de flavonas DAL511 es un 
efecto de bloqueo sobre el ciclo celular en G2/M (efecto citostático), 
observándose también en menor medida muerte celular por apoptosis (efecto 
citotóxico) con leve despolarización de la membrana mitocondrial. La mezcla 
DAL511 posee un índice terapéutico no seguro para este modelo haciendo 
necesaria su vehiculización dirigida. 
4. La mezcla de flavonas DAL511 muestra capacidad de inhibir la formación de 
colonias, la migración y la invasión en los cuatro modelos celulares llegando a 
inhibir la invasión por completo en el modelo menos agresivo, MCF7, y a su vez los 
diferentes modelos celulares presentan diferencias en la capacidad de migración 
e invasión observándose una pérdida de dichas capacidades en el modelo de 
tumor secundario TNBC, MDA-MB-231-BR frente al modelo de tumor primario 



























5. Los compuestos diosmetina, apigenina y luteolina, formando parte de la 
combinación DAL511, muestran una permeabilidad intestinal moderada y su 
principal tipo de transporte es la difusión pasiva en un modelo de monocapas 
celulares de Caco-2. 
6. Los compuestos diosmetina, apigenina y luteolina muestran, mediante la 
utilización de un modelo matemático, ser buenos candidatos para atravesar la 
barrera hematoencefálica y ejercer su acción en el cerebro. 
7. Los compuestos diosmetina, apigenina y luteolina muestran tanto para sus 
combinaciones dobles como para la combinación triple una tendencia 
dependiente de la ratio en sus interacciones sinérgicas presentando tanto sinergia 
como aditividad y antagonismo, en ambos modelos celulares, según el ratio en que 
se encuentren los compuestos. 
8. La búsqueda de una mejora en la composición de la mezcla de flavonas 
diosmetina, apigenina y luteolina muestra que existen ratios, como son 6:4:1 y 
4:2:1, que permiten aumentar la eficacia de la capacidad antiproliferativa de la 











1. The method of obtaining the olive leaf extract does not have a sufficiently 
consistent reproducibility in terms of its composition and, therefore, in its 
biological activity. Therefore, it is advisable to work with combinations or mixtures 
of the pure compounds responsible for their biological activity, diosmetin, 
apigenin and luteolin. 
2. The main cause of inhibition of proliferation of the DAL511 flavone mixture in 
luminal breast cancer (MCF7), TNBC (MDA-MB-231) and metastatic brain TNBC 
(MDA-MB-231-BR) cell models is apoptosis cell death (cytotoxic effect) with 
depolarization of the mitochondrial membrane and increased ROS generation, 
also observing a blocking effect on the cell cycle in the S phase (cytostatic effect). 
In addition, the DAL511 mixture has a narrow therapeutic index for all three 
models. 
3. In the HER2+ breast cancer cell model (JIMT-1), the main cause of inhibition of 
proliferation by the flavone mixture DAL511 is a blocking effect on the cell cycle in 
G2/M (cytostatic effect), also observed to a lesser extent of cell death due to 
apoptosis (cytotoxic effect) with a level of mitochondrial membrane 
depolarization. The DAL511 mixture has an unsafe therapeutic index for this 
model, making it necessary to drive your vehicle. 
4. The mixture of flavones DAL511 shows the ability to inhibit colony formation, 
migration and invasion in the four cell models, thus inhibiting the invasion 
completely in the less aggressive model, MCF7, and in turn the different cell 
models differences in Migration and invasion capacity, observing a loss of various 
capacities in the TNBC secondary tumor model, MDA-MB-231-BR versus the TNBC 





























5. The compounds diosmetin, apigenin and luteolin, forming part of the DAL511 
combination, showing moderate intestinal permeability and its main type of 
transport is passive diffusion in a model of Caco-2 cell monolayers. 
6. The compounds diosmetina, apigenina and luteolina determined, by means of the 
use of a mathematical model, to be good candidates to cross the blood-brain 
barrier and to exert their action in the brain. 
7. The compounds diosmetin, apigenin and luteolin show both for their double 
combinations and for the triple combination a trend dependent on their 
synergistic interactions, presenting both synergy and additivity and antagonism, in 
both mobile models, according to the index in which they are found. the 
compounds 
8. The search for an improvement in the composition of the mixture of flavones 
diosmetin, apigenin and luteolin shows that they exist, such as 6:4:1 and 4:2:1, 
which allow increasing the effectiveness of the antiproliferative capacity of the 
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